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1   Einleitung 
 
 
1.1 Chemische Karzinogenese 
 
1.1.1 Mehrstufenmodell der Karzinogenese 
 
Die Tumorentstehung (Karzinogenese) stellt einen mehrstufigen Prozess dar, der in die 
Phasen Initiation, Promotion und Progression unterteilt wird (Scherer, 1984). 
Im ersten Schritt, der Initiation, kommt es zu einer persistenten Veränderung der DNA durch 
Einwirkung von Strahlung und gentoxischen chemischen Karzinogenen, wie zum Beispiel N-
Nitrosoverbindungen, heterozyklischen aromatischen Aminen und polyzyklischen 
aromatischen Kohlenwasserstoffen, aber auch durch spontane Mutationen. Erfolgt keine 
Behebung des DNA-Schadens durch intrazelluläre Reparaturmechanismen und bleibt die 
Eliminierung der geschädigten Zellen durch den programmierten Zelltod (Apoptose) aus, so 
wird der Schaden bei einer Zellteilung als Mutation fixiert (Cayama et al., 1974; Pitot und 
Sirica, 1980). Die DNA-Veränderungen können entweder durch die Chemikalie selbst 
(direktes Karzinogen) oder durch ihre Metabolite (indirektes oder ultimales Karzinogen) 
ausgelöst werden. 
In der folgenden Phase der Promotion kommt es in Gegenwart von Substanzen mit 
tumorpromovierender Wirkung zur klonalen Expansion der initiierten Zellen (Schulte-
Hermann, 1985). Diese selektive Vermehrung führt in der Leber zur Bildung von sogenannten 
präneoplastischen Herden (Foci), die sich zu benignen Neoplasien (Noduli) weiterentwickeln 
(Pitot et al., 1978; Schwarz und Greim, 1986), wobei das Risiko einer Entstehung eines 
malignen Tumors mit der Anzahl der Präneoplasien und deren relativer Größe korreliert ist 
(Pitot und Sirica, 1980; Rabes et al., 1982; Schulte-Hermann, 1985). 
 
In der Leber können präneoplastische Läsionen durch veränderte Enzymaktivitäten von 
normalen Leberzellen histochemisch und immunhistochemisch unterschieden werden, z. B. 
durch verminderte Aktivität der Adenosin-5’-triphosphatase (ATPase) (Börner und Gössner, 
1968), geringere Aktivität der Glukose-6-Phosphatase (Gössner und Friedrich-Freksa, 1964), 
einer gesteigerten Expression der plazentaren Form der Glutathion-S-Transferase (GSTP) 
(Pitot et al., 1978; Satoh et al., 1984, 1985) oder einer vermehrten Expression von γ-
Glutamyl-Transpeptidase (γGT) (Kalengayi et al., 1975; Fiala et al., 1984). 
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Zur Entwicklung präneoplastischer Foci ist die Einwirkung des Tumorpromotors über einen 
längeren Zeitraum erforderlich. Das promovierende Wachstum bleibt aus, wenn die Dosis des 
Promotors zu niedrig oder die Dauer nicht ausreichend ist. 
 
Beispiele für Tumorpromotoren der Leber sind 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin, 
Polychlorierte Biphenyle, Dichlor-diphenyl-trichlorethan (DDT), Lindan, Phenobarbital, 
Steroidhormone und Peroxisomenproliferatoren. Eine Gemeinsamkeit der genannten 
Substanzen besteht in einer Wirkung über spezifische zelluläre Rezeptoren, die zur Induktion 
von fremdstoffmetabolisierenden Enzymen führen, sowie in einer Vergrößerung der Leber. 
 
 
INITIATION PROMOTION PROGRESSION
initiierte Zelle präneoplastische Foci
Fixierung des Schadens
nach Mitose
klonale Expansion
initiierter Zellen
Zunahme der
Wachstumsautonomie
sowie Malignität
des Tumors
Reparatur
DNA-Schaden
Apoptose Apoptose
Tumorpromotor
 
 
Abb. 1.1: Vereinfachtes Mehrstufenmodell der Karzinogenese. Ein gentoxisches 
Ereignis führt nach der Zellteilung zur Fixierung einer Mutation (Initiation). Durch die 
Einwirkung einer Substanz mit tumorpromovierender Wirkung kommt es zum selektiven 
Wachstum dieser Tumorvorläuferzellen durch Hemmung des programmierten Zelltodes 
(Promotion). Durch Anhäufung weiterer Mutationen steigt der Malignitätsgrad 
(Progression). 
 
 
Substanzen, die sowohl initiierende als auch promovierende Eigenschaften besitzen, 
bezeichnet man als komplette Karzinogene. Als epigenetische Karzinogene bezeichnet man 
Stoffe, die nach chronischer Gabe zur Entstehung maligner Tumoren führen können, ohne 
eine gentoxische Läsion hervorzurufen. Diese nicht-gentoxischen Karzinogene zeigen meist 
tumorpromovierende Eigenschaften. 
Die letzte Phase der Karzinogenese, die Progression, ist durch weitere genetische 
Veränderungen in präneoplastischen Zellen charakterisiert. Durch Anhäufung von Mutationen 
kommt es zur Umwandlung von benignen zu malignen Tumoren (Pitot, 1989). 
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In der Phase der Progression treten gehäuft Chromosomenanomalien auf. Ein selektiver 
Marker für die Progressionsphase in Hepatozyten scheint nach Pitot et al. (1996) eine erhöhte 
Expression von Transforming Growth Factor α (TGFα) zu sein. 
 
1.1.2 Bedeutung der Apoptose in der Hepatokarzinogenese 
 
Die Apoptose ist eine physiologische Form des Zelltodes, die über die Aktivierung eines 
genetisch determinierten Selbstmordprogramms initiiert wird. Durch seine charakteristischen 
morphologischen Veränderungen ist das aktive Sterben der Zelle vom nekrotischen Zelltod 
abzugrenzen und wurde erstmals 1972 von Kerr et al. als ‚Apoptose’ bezeichnet. 
Eine wichtige Rolle spielt die Apoptose sowohl während der embryonalen Entwicklung als 
auch im erwachsenen Organismus zur Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase. 
Als Gegenspieler zur Mitose übernimmt sie die Aufgabe der Regulation der Zellproliferation 
in einem Verband von Zellen. Viele Krankheitsbilder wie z. B. AIDS, neurodegenerative 
Erkrankungen, Autoimmunkrankheiten, Virusinfektionen und Krebs, zeigen eine hoch- oder 
herabregulierte Apoptoserate (Thompson, 1995). 
 
Im Prozeß der Karzinogenese wird der Hemmung der Apoptose eine wichtige Rolle 
zugeschrieben. Erfolgt nach gentoxischer Läsion keine Reparatur des DNA-Schadens und 
keine Eliminierung der geschädigten Zelle, kommt es nach Teilung der Zelle zur Fixierung 
des Schadens als Mutation (Cayama et al., 1974; Pitot und Sirica, 1980). 
Präneoplastische Zellpopulationen zeigen sowohl eine erhöhte Zellteilungsrate als auch eine 
erhöhte Apoptoserate (Schulte-Hermann et al., 1981, 1990). Eine Vergrößerung dieser 
Zellpopulationen verläuft ohne Wirkung eines Tumorpromotors nur sehr langsam. Die 
tumorpromovierende Wirkung wurde zunächst nur auf eine Stimulierung der Zellteilung 
zurückgeführt. 
Am Beispiel des Tumorpromotors Phenobarbital konnte von Schulte-Hermann et al. (1982, 
1990) und Bursch et al. (1984) gezeigt werden, dass auch eine verstärkte Hemmung der 
Apoptose in Präneoplasien zu einer höheren Nettoproliferation führt. 
Tumorpromotoren zeigen sich somit in der Rattenleber als ‚survival factors’ für 
präneoplastisch veränderte Zellen, indem sie deren Elimination unterdrücken (Schulte-
Hermann et al., 1995). Im Prozeß der Karzinogenese übernimmt die Apoptose somit eine 
Schlüsselrolle. 
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1.1.3 Proliferationskontrolle – Protoonkogene und Tumorsuppressorgene 
 
Mit fortschreitender Malignität entziehen sich Tumorzellen einer extrazellulären 
Wachstumskontrolle. Verantwortlich hierfür sind Mutationen in wachstumsregulierenden 
Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen. 
 
Protoonkogene oder zelluläre Onkogene (c-Onkogene) kodieren für wachstumsregulierende 
Proteine wie Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren, GTP-bindende Proteine, 
Proteinkinasen oder Transkriptionsfaktoren. Homologe Onkogene wurden ursprünglich in 
Retroviren gefunden (v-Onkogene) und sind für deren krebserzeugende Wirkung 
verantwortlich (Bishop, 1983, 1987). 
Die Aktivierung von Protoonkogenen zu Onkogenen durch Mutationen, Amplifikationen oder 
Translokationen führt zum Verlust der Regulation wichtiger Zellfunktionen. 
Beispiele für potentielle Onkogene sind ras-Gene, die für GTP-bindende Proteine kodieren 
und im Falle einer Mutation für die Zelle ein fortlaufendes Proliferationssignal bedeuten 
(Barbacid, 1987), sowie die für Transkriptionsfaktoren kodierenden c-jun und c-fos (Ransome 
und Verma, 1990). Das Protoonkogen bcl-2 (B cell lymphoma/leukemia-2) zeigt eine 
Überexpression in B-Zell-Lymphomen durch chromosomale Translokation (Payne et al., 
1995). Es ist namengebend für eine große Familie von pro- und antiapoptotischen Proteinen 
(Nuñez und Clarke, 1994). 
 
Genprodukte von Tumorsuppressorgenen zeigen inhibierende Funktionen in der 
Wachstumskontrolle von Zellen. Mutationen in diesen Genen führen erst zum Verlust der 
Proliferationskontrolle, wenn beide Allele davon betroffen sind (Levine, 1993). 
Zu den ersten entdeckten Tumorsuppressorgenen gehört Rb, das bei einem Gendefekt zum 
Retinoblastom führt, einem Tumor der Retina, der bei Kindern auftritt. Das 
Retinoblastomprotein pRb ist ein wichtiger Regulator des Zellzyklus und bindet Cycline, die 
regulatorischen Untereinheiten der Cyclin-abhängigen Protein Kinasen (cyclin dependent 
kinase, CDK). Im hypophosphorylierten Zustand blockiert es den Eintritt in die S-Phase, nach 
Hyperphosphorylierung durch Cyclin-CDK-Komplexe wird die Replikation eingeleitet (Riley 
et al., 1994; Taya, 1997). 
In 50 % aller menschlichen Karzinome zeigt das Tumorsuppressorgen p53, das für einen 
Transkriptionsfaktor kodiert, Mutationen (Levine, 1993, 1997). P53 übernimmt im Zellzyklus 
eine Wächterfunktion und kann die Zellen in der G1- und G2-Phase arretieren. 
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Die Regulation erfolgt über eine vermehrte Bildung des Proteins sowie der 
Aktivitätssteigerung durch Phosphorylierung. Die Bildung von MDM-2 (mouse double 
minute-2) nach Induktion durch p53 führt nach Interaktion beider Proteine zu einem 
beschleunigten Abbau von p53. Zur Zellzyklusarretierung induziert p53 die Bildung des 
CDK-Inhibitors p21, die Hyperphosphorylierung von pRb bleibt aus und die Replikation ist 
blockiert (Liebermann et al., 1995; Graña und Reddy, 1995). Der G1-Arrest ermöglicht die 
Reparatur von DNA-Schäden oder die Einleitung des Zelltodes durch die Induktion von Bax, 
einem proapoptotischen Protein der Bcl-2-Familie. 
 
 
1.2 Apoptose – der programmierte Zelltod 
 
1.2.1 Morphologische und biochemische Charakteristika 
 
Der Prozeß des physiologischen Zelltodes kann in mehrere Phasen unterteilt werden. In der 
frühesten Phase erhält die Zelle einen externen oder internen Stimulus, der in der zweiten 
Phase aufgenommen und über intrazelluläre Signalketten weitergeleitet wird. Die darauf 
folgende Effektorphase umfasst Proteasen, die während der Apoptose aktiviert werden, sowie 
ihre positiven und negativen Regulatoren. Für die letzte Phase, die post-mortem Phase, ist der 
Abbau der DNA charakteristisch (Vaux und Strasser, 1996). 
 
Die charakteristischen morphologischen Veränderungen der Apoptose beginnen mit dem 
Verlust von Zell-Zell-Verbindungen. Zeitgleich setzt eine Kondensation des Zytoplasmas ein 
und das Chromatin des Zellkerns kondensiert an der Kernmembran (Abb. 1.2, 2). 
Zellschrumpfung und Lappung der Zelle (‚membrane blebbing’) setzen sich fort bis zur 
vollständigen Fragmentierung der Zelle in membranumschlossene apoptotische Körperchen 
(‚apoptotic bodies’), welche noch intakte Organelle und Kernfragmente enthalten (Abb. 1.2, 
3). Anschließend kommt es zur Phagozytose und lysosomalem Verdau der apoptotischen 
Körperchen durch umliegende Zellen oder Makrophagen (Abb. 1.2, 4-6) (Schwartzman und 
Cidlowski, 1993; Kerr, 1995). Diese Beseitigung der Zellbruchstücke verhindert das 
Auftreten inflammatorischer Prozesse, wie man sie beim nektrotischen Zelltod beobachten 
kann. 
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Charakteristisch für den nekrotischen Zelltod ist das Anschwellen des Zytoplasmas und der 
Organellen, vor allem der Mitochondrien, bis zur Zerstörung der Membranen (Abb. 1.2, 7 und 
8). Das Kernchromatin kondensiert ungeordnet im gesamten Zellkern. Durch die Zerstörung 
der Zellmembranen wird der zytoplasmatische Inhalt freigegeben und eine 
Entzündungsreaktion ausgelöst (Schwartzman und Cidlowski, 1993). 
Der Nachweis der Apoptose in einem frühem Stadium beruht auf dem Verlust der 
Phospholipid-Asymmetrie der Zellmembran durch Umlagerung von Phosphatidylserin an die 
Membranaußenseite (Martin et al., 1995). Mit Hilfe von fluoreszierendem Annexin V, das an 
negativ geladene Phospholipide bindet, kann dieser Vorgang detektiert werden (Vermes et al., 
1995). 
Die nachstehende Tabelle fasst die wichtigsten Unterschiede der beiden Formen des Zelltodes 
zusammen. 
 
 
 
 
Abb. 1.2: Morphologisch sichtbare
Zellveränderungen während der Apoptose
(2-6) und Nekrose (7, 8) nach Kerr, 1995.
(1) zeigt eine normale Zelle. Das Cytoplasma
beginnt sich zu kondensieren und das
Chromatin im Zellkern kondensiert an der
Kernmembran (2). Die Kondensation setzt
sich fort bis zur Fragmentierung der Zelle in
apoptotische Körperchen (3), die von anderen
Zellen phagozytiert (4) und in Lysosomen
verdaut werden (5, 6). Der nekrotische
Zelltod beginnt mit einem Anschwellen von
Organellen und der gesamten Zelle sowie
einer ungeordneten Kondensation des
Kernchromatins (7) bis schließlich alle
Zellmembranen aufbrechen (8). 
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Tabelle 1.1: 
Charakteristische morphologische und biochemische Unterschiede von Apoptose und Nekrose 
 
Apoptose Nekrose 
Tod einzelner Zellen 
 
Dauer nur einige Stunden 
 
Kondensation des Zytoplasmas und ‘membrane 
blebbing’, intakte Organellen 
 
intakte Zellmembranen, Phosphatidylserin an der 
Außenseite 
 
kondensiertes Chromatin an der Kernmembran 
 
Bildung einer DNA-Leiter durch Fragmentierung auf 
Vielfache von 185 Basenpaaren 
 
Auftreten von ‘apoptotic bodies’ mit anschließender 
Phagozytose 
 
keine inflammatorischen Prozesse 
Tod von Zellgruppen 
 
Dauer bis zu mehreren Tagen 
 
Zellschwellung, Anschwellung von Organellen 
 
 
Zerstörung der Zellmembranen 
 
 
kondensiertes, ungeordnetes Chromatin 
 
Fragmentierung der DNA zufällig auf verschiedene 
Längen (‘Schmier’ im Elekrophoresegel) 
 
Lyse der Zelle und Freigabe des Zellinhalts 
 
 
inflammatorische Prozesse 
 
 
Die kaskadenartige Aktivierung von proteolytischen Enzymen, sogenannten Caspasen, ist für 
die morphologischen Veränderungen im apoptotischen Prozeß verantwortlich. Caspasen 
gehören zur Familie der Cystein-Proteasen, die ihre Zielproteine spezifisch nach einem 
Aspartatrest schneiden (Wolf und Green, 1999). Von den 14 bisher in Säugetieren bekannten 
Caspasen spielen sieben eine bedeutende Rolle in der Aktivierung der Apoptose 
(Initiatorcaspasen) und in der Exekutionsphase (Effektorcaspasen). Sie werden als Zymogene 
mit einer kleinen und großen Untereinheit sowie einer Prodomäne synthetisiert. Zur 
Aktivierung der Caspasen und Bildung eines Heterotetramers werden die Untereinheiten 
durch proteolytische Prozessierung voneinander getrennt und die Prodomäne abgespalten. 
 
Die Effektorcaspasen, Caspase-3, -6, und –7, sind in der Lage, eine Vielzahl von Proteinen zu 
prozessieren, die letztendlich alle funktionellen Bereiche der Zelle erfassen (Stroh und 
Schulze-Osthoff, 1998). So scheint der Abbau von Proteinen des Zytoskeletts für die 
morphologisch sichtbare Lappung und anschließende Fragmentierung der Zelle 
verantwortlich zu sein. Die für die Apoptose typische internukleosomale DNA-
Fragmentierung in Fragmente von ca. 185 Basenpaaren, die im Agarosegel als DNA-Leiter 
sichtbar wird (Whyllie et al. 1980), ist die Folge der durch Caspase-3-Prozessierung 
aktivierten Endonuklease CAD (Caspase-activated DNase) (Enari et al., 1998). 
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Eine Spaltung von Zielproteinen, die in Zellzykluskontrolle und Replikation, Transkription 
und Translation, DNA-Reparaturmechanismen, Signaltransduktionswegen und 
morphologischer Struktur der Zelle eine Rolle spielen, zeigen deutlich die Irreversibilität 
dieser späten apoptotischen Phase. 
 
1.2.2 Apoptotische Signalwege 
 
Grundsätzlich unterscheidet man zwei apoptotische Signalwege, einen Weg über 
Todesrezeptoren und einen mitochondrialen Signalweg, wobei zwischen beiden Wegen auch 
eine Interaktion bestehen kann. 
Nach spezifischer Ligandenbindung transmembranärer Todesrezeptoren der TNF- (tumor 
necrosis factor) Rezeptor-Superfamilie kommt es zur Rezeptortrimerisierung. Diese führt zur 
Rekrutierung von intrazellulären Rezeptor-assoziierten Proteinen mit sogenannten 
Todesdomänen (DD, death domain) zur Rezeptorbindung und Effektordomänen (DED, death 
effector domain) zur Rekrutierung von Procaspase-8 oder –10. Die inaktiven Procaspasen 
werden unmittelbar nach ihrer Bindung an die DED durch proteolytische Spaltung zu 
Caspase-8 bzw. –10 aktiviert und können eine Caspase-Kaskade in Gang setzen (Boldin et al., 
1996; Muzio et al., 1996). 
 
Neben dieser direkten Aktivierung von Effektorcaspasen durch Caspase-8 kann ein 
mitochondrialer Apoptoseweg mit einbezogen werden. Caspase-8 prozessiert hierzu Bid, ein 
proapoptotisches Protein der Bcl-2-Familie. Das aktivierte Bid induziert Translokation, 
Oligomerisierung und den Einbau zweier weiterer proapoptotischer Proteine, Bax und Bak, in 
die äußere Membran der Mitochondrien (Schmitz et al., 1999). Die anschließende Freisetzung 
von Cytochrom c aus dem Intermembranraum der Mitochondrien führt zur Bildung des 
Apoptosom-Komplexes, bestehend aus Cytochrom c, Apaf-1 (apoptosis activating factor-1), 
Procaspase-9 und dATP (Li et al., 1997). Die proteolytische Aktivierung der Caspase-9 führt 
anschließend zur Prozessierung von Effektorcaspasen. 
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Abb. 1.3: Vereinfachte Darstellung apoptotischer Signalwege.  Die Apoptose kann über Todesrezeptoren 
ausgelöst werden (A), mit der Möglichkeit eines mitochondrialen Seitenweges (B). Der PI3K/PKB-Signalweg 
(C) und der durch DNA-Schäden ausgelöste Signalweg über p53 (D) induzieren den apoptotischen Zelltod über 
die Mitochondrien. 
 
Ein weiterer mitochondrialer Signalweg zur Induktion von Apoptose ist der 
Phosphatidylinositol-3-Kinase/Protein Kinase B (PI3K/PKB)-Weg. Bei Ausbleiben eines 
extrazellulären Wachstumsstimulus über Wachstumsfaktorrezeptoren der Zellmembran kann 
die PI3K nicht durch Rezeptortyrosinkinasen aktiviert werden. Die Phosphorylierung der 
PKB findet nicht statt und ihre zahlreichen Zielproteine, zu denen das proapoptotische Bcl-2-
Protein Bad und die Caspase-9 gehört, können nicht phosphoryliert und somit nicht inaktiviert 
werden. Die Zelle erhält das Signal zur Apoptose, denn Bad kann sich an der mitochondrialen 
Membran an das antiapoptotische Bcl-2 oder Bcl-xL anlagern und die Homodimerisierung 
von Bax und die anschließende Freisetzung von Cytochrom c ermöglichen (Yang et al., 1995; 
Zha et al., 1996). 
Die Aktivierung des Tumorsuppressors p53 durch gentoxischen Stress kann die Bildung von 
Bax induzieren und ebenfalls auf mitochondrialem Weg zur Elimination von geschädigten 
Zellen führen (Zhan et al., 1994). P53 greift auch regulierend in den PI3K/PKB-Signalweg 
ein, indem es die Bildung des PI3K-Inhibitors PTEN (phosphatase and tensin homolog 
deleted on chromosome ten) induziert (Stambolic et al., 2001). 
 
PM Plasmamembran 
DR death receptor 
DRL death receptor ligand 
GF growth factor 
RTK Rezeptor Tyrosin Kinase 
Cyt c Cytochrom c 
P Phosphorylierung 
Mito Mitochondrium 
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1.3 Tumorpromotoren der Leber 
 
1.3.1 Phenobarbital 
 
Das Barbitursäurederivat Phenobarbital findet Anwendung als sedierendes, narkotisierendes 
und antikonvulsives Arzneimittel. 
N
N
H
OO
O
HH5C6
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Abb. 1.4:  Strukturformel von Phenobarbital 
 
Die chronische Gabe von Phenobarbital führt in der Ratte zu Adenomen der Leber (Rossi et 
al., 1977), in der Maus zu Adenomen und Karzinomen der Leber (Thorpe und Walker, 1973). 
Phenobarbital zeigt in der Rattenleber ein starkes tumorpromovierendes Potential, welches 
organ- und speziesspezifisch ist (Peraino et al., 1971; Kristiansen et al., 1989). In einem 
Initiations-Promotions-Experiment an der Ratte mit klinisch relevanten Dosen der Substanz 
wurden Tumoren der Leber gefunden, eine alleinige Behandlung mit Phenobarbital zeigte 
keine Effekte (Peraino et al., 1975, 1980). 
Am Beispiel des Tumorpromotors Phenobarbital konnte von Schulte-Hermann et al. (1982, 
1990) und Bursch et al. (1984) gezeigt werden, dass eine erhöhte Proliferationsrate in 
präneoplastischen Zellpopulationen nicht nur durch einen mitogenen Stimulus, sondern auch 
durch eine verstärkte Hemmung der Apoptose erfolgt. Eine erhöhte Proliferation findet man 
auch im normalen Gewebe. 
In vitro-Studien in primären Rattenhepatozyten zeigten eine Hemmung der UV-Licht 
induzierten Apoptose nach Phenobarbital-Behandlung (Wörner und Schrenk, 1996; 
Bohnenberger et al., 2001). 
 
Phenobarbital spielt eine wichtige Rolle in der Induktion fremdstoffmetabolisierender 
Enzyme, hauptsächlich verschiedener Isoenzyme der Cytochrom P450-abhängigen 
Monooxygenasen (CYP), die an Funktionalisierungsreaktionen von Fremdstoffen beteiligt 
sind. 
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In der Nagerleber sind die Isoenzyme CYP2B1 und CYP2B2 durch Phenobarbital stark 
induzierbar und können somit den Umsatz von Substraten beeinflussen (Schulte-Hermann et 
al., 1986). Auch in Rattenhepatozyten in Primärkultur konnte die Induktion dieser Isoenzyme 
nachgewiesen werden (Bohnenberger et al., 2001). 
Die Expression des menschlichen CYP2B6 ist sehr gering und auch durch Phenobarbital 
kaum induzierbar. CYP2C-Isoenzyme des Menschen, die ein sehr breites Spektrum 
unterschiedlichster Substrate metabolisieren, zeigen eine Induktion nach Behandlung mit 
Phenobarbital. Auch das mengenmäßig wichtigste Isoenzym der humanen Leber, CYP3A4, 
ist durch das Barbiturat induzierbar. 
 
Die Regulation der CYP2B-Genexpression erfolgt in der Nagerleber über den constitutive 
androstane receptor (CAR), der im inaktiven Zustand gebunden an Hsp90 (heat shock protein 
90) im Zytoplasma der Zelle lokalisiert ist und in Anwesenheit von Phenobarbital oder 
ähnlichen Induktoren in den Zellkern transloziert. CAR heterodimerisiert mit dem retinoid X 
receptor (RXR) und der CAR-RXR-Komplex kann als Transkriptionsfaktor mit dem 
sogenannten phenobarbital-responsive enhancer module (PBREM) wechselwirken und die 
Transkription von CYP2B starten (Sueyoshi und Negishi, 2001). 
Kawamoto et al. (1999) konnten in einer Mäusestudie nach Phenobarbital-Behandlung die 
Anreicherung von CAR in Hepatozyten-Zellkernen mit Western-Blot-Analyse nachweisen. 
Die Rekrutierung der Protein Phosphatase 2A (PP2A) scheint im Prozess der Translokation 
von CAR eine wichtige Rolle zu spielen, genaue Mechanismen sind jedoch noch nicht geklärt 
(Yoshinari et al., 2003). 
Marc et al. (2000) konnten zeigen, daß die Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase (CaMK) 
einen positiven Effekt auf die CYP2B9/10 Induktion in der Maus hat. Längere Behandlungen 
mit Phenobarbital führten zu einem intrazellulären Ca2+-Anstieg. Die cGMP-abhängige 
Protein Kinase (PKG) zeigte ebenfalls einen positiven induzierenden Effekt, wohingegen sich 
die cAMP-abhängige Protein Kinase (PKA) negativ auf die CYP-Induktion auswirkte. 
Protein Kinase C (PKC), Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase (MAPKK) und PI3K 
scheinen in der Induktion von CYP2B keine Rolle zu spielen. 
Phenobarbital ist in der Lage in der Rattenleber die Expression des Protoonkogens c-fos zu 
steigern, was im Hinblick auf einen möglichen mitogenen Stimulus von Phenobarbital von 
Bedeutung sein könnte (Bitsch et al., 1999). 
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1.3.2 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin 
 
1.3.2.1 Struktur, Eigenschaften und Belastungspfade 
 
Polychlorierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane (PCDD/PCDF) bilden eine Gruppe 
chlorierter organischer Verbindungen, die aus 75 PCDD-Kongeneren und 135 PCDF-
Kongeneren besteht. Das Grundgerüst der PCDD besteht aus zwei Benzolringen, die durch 
zwei Etherbrücken verknüpft sind. Die Unterscheidung der einzelnen Kongenere erfolgt nach 
dem Chlorierungsgrad und dem Ort der Substitution. 
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Abb. 1.5:  Allgemeine Strukturformel der PCDD (A) und PCDF (B) 
 
Die Verbindungen dieser Substanzklasse wurden niemals gezielt industriell produziert, 
sondern entstehen bei Verbrennungsprozessen in Anwesenheit von Chlor, sowie als 
Nebenprodukte bei der Synthese von chlororganischen Verbindungen wie z.B. 
Pentachlorphenol, Chlorphenoxyessigsäureverbindungen und Polychlorierten Biphenylen 
(PCB) (IARC, 1997). 
Kongenere mit Halogensubstitution in den 2,3,7,8-Positionen zeigen die größte biologische 
und toxische Wirkung. Zur Bewertung der Wirkungsstärke der einzelnen Verbindungen bzw. 
Verbindungsgemische wurden sogenannte Toxizitätsäquivalente (TEQ) eingeführt, die sich 
auf die relativ toxische Wirkung des am stärksten wirksamen Kongeners 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) beziehen und mit Hilfe eines 
Toxizitätsäquivalenzfaktors (TEF) wiedergegeben werden (van den Berg et al., 1998; s. 
Anhang 8.1). 
 
O
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Abb. 1.6:  Strukturformel von TCDD 
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Die Kontamination von Böden und Pflanzen führte weltweit zur Anreicherung von 
PCDD/PCDF im Fettgewebe von Nutztieren und über die Nahrungskette somit auch zur 
Belastung des Menschen. Durchschnittlich nimmt der erwachsene Organismus täglich 1-3 pg 
TEQ/kg Körpergewicht an PCDD, PCDF und dioxinähnlichen PCB auf, was im Bereich der 
von der WHO festgelegten tolerierbaren täglichen Aufnahme (TDI, tolerable daily intake) 
von 1-4 pg TEQ/kg Körpergewicht liegt (van den Berg et al., 2000). 
 
Aufgrund der hohen Lipophilie und der langsamen Metabolisierung von TCDD kommt es zur 
Akkumulation in der Leber und im Fettgewebe (van Birgelen, 2000). Die Halbwertszeit von 
TCDD liegt in einem Bereich von 5-10 Jahren (Beck et al., 1989). Gesundheitlich bedenklich 
erscheint vor allem die hohe Belastung von Muttermilch und die daraus resultierende 
Akkumulation von PCDD/PCDF und PCBs in Säuglingen (Abraham et al., 1994, 1996). 
Die allgemeine Belastungssituation ist jedoch rückläufig, nach Untersuchungen von Wittsiepe 
et al. (2000), in denen Konzentrationen von PCDD/PCDF in menschlichen Blutproben von 
1989-1998 analysiert wurden, zeigte sich für alle Kongenere eine Reduktion um etwa die 
Hälfte der Ausganskonzentration. 
 
1.3.2.2 Toxizität 
 
TCDD zeigt in allen bisher untersuchten Spezies toxische Wirkungen, die jedoch große 
Speziesunterschiede in der Empfindlichkeit aufweisen. Zielorgane der Toxizität von TCDD 
sind bei Mensch und Tier vor allem Leber und Haut. 
Bei akuten Expositionen des Menschen gegenüber TCDD, wie bei einem Unfall 1976 in einer 
italienischen Firma in Seveso, bei dem größere Mengen der Substanz freigesetzt wurden, 
zeigten sich persistente Hautveränderungen in Form von Chlorakne. 
Nach Untersuchungen bei Unfällen mit hoher TCDD-Exposition fand man beim Menschen 
nur eine geringfügig erhöhte Tumorinzidenz (Fingerhut et al., 1991). Als Zielorgane sind hier 
Leber, Respirationstrakt, das hämatopoetische System und Bindegewebe zu nennen, die 
Aussagen hierüber sind aber sehr unschlüssig, da andere Karzinogene als Störfaktoren nicht 
ausgeschlossen werden können. TCDD ist als Krebs erregend für den Menschen eingestuft 
(Gruppe 1; IARC, 1997). 
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Tierexperimente zur akuten Toxizität wurden überwiegend an Ratten durchgeführt und 
bewirken das sogenannte ‚wasting syndrome’, eine verringerte Nahrungsaufnahme und einen 
starken Gewichtsverlust bis hin zum Tod der Tiere. 
Des weiteren wurde in tierexperimentellen Studien eine immunsuppressive Wirkung auf 
lymphoide Organe nachgewiesen, vor allem im heranwachsenden Organismus, die allerdings 
sehr große Speziesunterschiede aufzeigte (Kerkvliet und Burleson, 1994). 
Auch teratogene und embryotoxische Wirkungen wurden in Tieren nach einer TCDD-
Exposition beobachtet. Durch seine antiöstrogene Wirkung kann TCDD auch die 
Reproduktion beeinträchtigen (Gray et al., 1997). Weitere wichtige Angriffspunkte sind  die 
Regulation von Schilddrüsenhormonen und der Vitamin A-Stoffwechsel. 
 
TCDD zeigt im Tierversuch ein erhöhtes hepatokarzinogenes Potential in weiblichen Ratten 
(Kociba et al., 1978). Im Initiations-Promotions-Modell in der Rattenleber konnte TCDD eine 
tumorpromovierende Wirkung zugeschrieben werden (Pitot et al., 1980), die durch eine 
Zunahme von enzym-veränderten Foci und Hepatomen charakterisiert war. 
Verglichen mit anderen tumorpromovierenden Substanzen zeigt TCDD in der Nagerleber das 
stärkste tumorpromovierende Potential (Pitot et al., 1980; Schrenk et al., 1994). In der 
normalen Leber zeigt TCDD nur eine leicht gesteigerte Proliferation (Fox et al., 1993), was 
auch für Hepatozyten in vitro gilt (Schrenk et al., 1992). 
Stinchcombe et al. (1995) konnten im Initiations-Promotions-Experiment eine geringfügig 
angestiegene Mitoserate in Präneoplasien der Leber nachweisen. Die Apoptoserate war im 
präneoplastischen Lebergewebe jedoch deutlich erniedrigt, das umliegende Normalgewebe 
zeigte keine Veränderungen. 
 
In vitro-Experimente in primären Rattenhepatozyten zeigten eine Hemmung der durch UV-
Licht oder 2-Acetylaminofluoren (2-AAF) induzierten Apoptose durch Zugabe von TCDD 
(Wörner und Schrenk, 1996). Die hemmende Wirkung von TCDD auf die UV-induzierte 
Apoptose konnte nicht nur morphologisch, sondern auch biochemisch durch eine Inhibierung 
der DNA-Fragmentierung und auf Proteinebene durch Verhinderung eines Anstiegs des 
Tumorsuppressors p53 aufgezeigt werden. Auch die alleinige Behandlung der Hepatozyten 
mit TCDD führte zu einem leichten Anstieg der Apoptoseinzidenz. Dieser Effekt war 
assoziiert mit einer leicht erhöhten DNA-Fragmentierung und einem Anstieg im p53-
Proteinlevel. 
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Untersuchungen zur Hemmung der UV-Licht induzierten Apoptose durch TCDD in primären 
Rattenhepatozyten in der Kollagengel-Sandwichkultur konnten diese Ergebnisse bestätigen 
(Kunz, 2001). Auch hier zeigte sich durch alleinige TCDD-Gabe eine 
konzentrationsabhängige Erhöhung der Apoptoseinzidenz. 
Aus diesen Experimenten könnte man auf ein möglicherweise gentoxisches Potential von 
TCDD schließen, was im Prozess der Karzinogenese eine bedeutende Rolle spielen würde. 
Bisher konnte noch keine direkte gentoxische Wirkung von TCDD nachgewiesen werden, 
eine indirekte gentoxische Wirkung durch Induktion von CYP1A-Isoenzymen, in deren 
katalytischen Zyklus reaktive Sauerstoffspezies entstehen, wird diskutiert (Park et al., 1996). 
 
1.3.2.3 Mechanismen toxischer Wirkungen 
 
Die Bindung von TCDD an einen zytosolischen Rezeptor, den Ah-Rezeptor (AhR, aryl 
hydrocarbon receptor), ist entscheidend für die Wirkung der Substanz. Der AhR  gehört zur 
per-arnt-sim- (PAS) Familie der basic-Helix-Loop-Helix- (bHLH) Proteine und wurde bei 
verschiedenen Säugerspezies und Nicht-Säugern in zahlreichen Geweben gefunden (Burbach 
et al., 1992; Ema et al., 1992). 
In der Ratte fand man den Rezeptor in Thymus, Lunge, Leber, Niere, Gehirn, Hoden und 
Skelettmuskel. Im menschlichen Organismus wurde er in Lunge, Leber, Niere, Plazenta, B-
Lymphozyten und Tonsillen nachgewiesen (Landers und Bunce, 1991). 
Auch andere PCDD/PCDF, einige PCB und polyzyklische Kohlenwasserstoffe wie 
Benzo[a]pyren und 3-Methylcholanthren, sowie Photooxidationsprodukte von Tryptophan 
zählen zu den Liganden des AhR (Poellinger et al., 1992). 
 
Der inaktive Rezeptor liegt im Zytosol der Zelle gebunden an Hsp90 und andere Proteine wie 
XAP2 (hepatitis B virus X-associated protein 2) und p23 vor (Kazlauskas et al., 1999, 2000, 
2001; Whitelaw et al., 1995; Heid et al., 2000). Nach Ligandenbindung kommt es zum 
abdissoziieren der Hilfsproteine und zur Translokation in den Zellkern. Das nukleäre Protein 
ARNT (Ah receptor nuclear translocator) dimerisiert mit dem Ligand-AhR-Komplex zu 
einem DNA-bindenden Transkriptionsfaktor (Abb. 1.7). 
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung der AhR-vermittelten Genexpression durch Induktion mit AhR-
Liganden. Der zytosolische Rezeptor ist im inaktiven Zustand an Hilfsproteine gebunden, die nach Bindung 
eines Liganden an den Rezeptor abdissoziieren. Nach Translokation von Ligand-AhR-Komplex in den Zellkern 
dimerisiert ARNT mit dem Komplex zu einem DNA-bindenden Transkriptionsfaktor und bindet an 
regulatorische Sequenzen. 
 
 
Der heterodimere Transkriptionsfaktor bindet an regulatorische DNA-Sequenzen, die als 
xenobiotic responsive elements (XREs), dioxin responsive elements (DREs) oder AhR 
responsive elements (AhREs) bezeichnet werden (Whitlock, 1999). Aus der Interaktion mit 
DREs resultiert eine Regulation der Transkription von Genen, die als AhR-Genbatterie 
zusammengefasst werden. Zur AhR-Genbatterie der Maus gehören CYP1A1, CYP1A2 und 
CYP1B1, des weiteren findet man Glutathion-S-Transferase A1 (GSTA1), Aldehyd-3-
Dehydrogenase (ALDH-3A1), NAD(P)H:Quinone Oxidoreduktase 1 (NQO1) und UDP-
Glucuronosyltransferase 1A6 (UGT1A6), die über den AhR reguliert werden (Nebert et al., 
1993; Rowlands und Gustafsson, 1997). 
 
Neben AhR-vermittelten Wirkungen werden auch AhR-unabhängige TCDD-Effekte 
diskutiert. Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen von Proteinen spielen eine 
wichtige Rolle in der Zellzyklusregulation. TCDD ist in der Lage, in Mäusen die 
Tyrosylphosphorylierung von CDKs zu erhöhen. Verbunden mit der erhöhten 
Phosphorylierung war eine verstärkte Expression der CDKs p34cdc2 und p33cdc2, die 
Bedeutung des AhR ist hier noch unklar (Ma und Babish, 1993). 
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Es ist auch bekannt, dass der AhR mit dem für die Regulation des Zellzyklus wichtigen pRB 
direkt interagieren kann, ARNT ist für diese Interaktion nicht notwendig (Ge und Elferink, 
1998; Puga et al., 2000a). 
Die Tyrosinkinase c-src wurde von Enan und Matsumura (1996) als integraler Bestandteil des 
AhR-Komplexes nachgewiesen. C-src ist ein Protoonkogen, das für eine Kinase kodiert, die 
Phosphorylierungen von Membranproteinen steuert. Es ist mit dem retroviralen v-src 
Onkogen aus dem Rous-Sarkoma-Virus verwandt. 
TCDD kann c-src AhR-abhängig zur Zellmembran translozieren, ARNT ist hierfür nicht 
notwendig (Blankenship und Matsumura, 1997; Koehle et al., 1999). 
Wörner und Schrenk (1998) konnten zeigen, dass TCDD in primären Rattenhepatozyten zur 
AhR-abhängigen Phosphorylierung von p53 führt, eine mögliche Beteiligung der src-Kinase 
ist hier nicht auszuschließen. 
In Hepatomzellen der Maus führt die Behandlung mit TCDD zu einem Anstieg der Calcium-
Konzentration im Zytosol und zu einer AhR-abhängigen Induktion der Cyclooxygenase 2 
(COX 2), die für die Bildung von Prostaglandinen, schmerzauslösenden Mediatoren, 
verantwortlich ist (Puga et al., 1997). 
Ein von Vogel et al. (2000) postulierter Mechanismus der COX-2-Induktion durch TCDD ist 
der Signalweg über c-src. Für die tumorpromovierende Wirkung von TCDD ist dies 
möglicherweise von großer Bedeutung, denn man findet sowohl in transformierten Zellinien 
(Müller-Decker et al., 1995; Subbaramaiah et al., 1996) als auch in menschlichem 
Tumorgewebe (Sano et al., 1995) eine erhöhte Expression der COX-2. 
In Maus-Hepatomzellen wird durch TCDD die Expression der Protoonkogene c-jun und c-fos 
induziert, die DNA-bindende Aktivität des daraus entstehenden Transkriptionsfaktors AP-1 
(activator protein-1) wird erhöht (Puga et al., 1992). Hoffer et al. (1996) konnten zeigen, dass 
durch TCDD die Expression von c-jun AhR-abhängig induziert wird, c-fos kann sowohl auf 
AhR-vermittelten Wege als auch unabhängig vom Rezeptor induziert werden. Beide 
Transkriptionsfaktoren sind in der Lage Zellwachstum zu vermitteln. 
Park et al. (1996) konnten in einer murinen Hepatomzellinie zeigen, dass die Induktion von 
CYP1A1 durch TCDD mit einem oxidativen DNA-Schaden, der Basenmodifikation 7,8-
Dihydro-8-oxo-2’-deoxyguanosin (8-oxo-dG), verbunden ist. 
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Puga et al. (2000b) liefern in ihren Untersuchungen Hinweise auf ein mögliches Auftreten 
von AhR-Komplex- und CYP1A1-abhängigen oxidativen Signalen nach der Behandlung von 
Zellen mit TCDD, da eine gesteigerte Aktivierung der für oxidativen Stress relevanten 
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-κB (nuclear factor-κB) gefunden wurde, die man durch 
Zugabe von CYP-Inhibitoren und Antioxidantien verhindern konnte. 
Untersuchungen zur Erhöhung der Apoptoseinzidenz in Primärhepatozyten der Ratte nach 
TCDD-Behandlung lassen auf eine mögliche Rolle von reaktiven Sauerstoffspezies im 
katalytischen Zyklus von CYP in der Induktion der Apoptose schließen, da die TCDD-
induzierte Apoptose durch gleichzeitige Gabe des CYP-Inhibitors 8-Methoxypsoralen und das 
Antioxidans N-Acetylcystein hemmbar war (Kunz, 2001). 
Die antiöstrogene Wirkung von TCDD konnte auf eine direkte Wechselwirkung des 
aktivierten AhR mit dem Östrogenrezeptor zurückgeführt werden (Buchanan et al., 2002; 
Ohtake et al., 2003). 
Wyde et al. (2001) konnten zeigen, daß das Auftreten von 8-oxo-dG-Addukten nach 
chronischer TCDD-Verabreichung nur in weiblichen Ratten auftrat und abhängig vom 
Östrogenmetabolismus war. 
 
1.3.3 Polychlorierte Biphenyle (PCBs) 
 
1.3.3.1 Struktur, Eigenschaften und Belastungspfade 
 
Die Gruppe der polychlorierten Biphenyle umfasst 209 Kongenere, die aus einem 
Biphenylgerüst bestehen, welches an maximal 10 Positionen chlorierbar ist. Durch 
Einführung einer fortlaufenden Numerierung der einzelnen Kongenere nach Anzahl der 
Chloratome und deren Position konnte die Nomenklatur der PCBs stark vereinfacht werden 
(Ballschmiter und Zell, 1980; s. Anhang 8.2, IUPAC-Nomenklatur). 
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Abb. 1.8:  Allgemeine Strukturformel der PCBs 
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PCBs zeichnen sich durch ihre hohe chemische und thermische Stabilität aus, sowie durch 
hohe Viskosität und einen hohen Flammpunkt. Sie sind außerdem sehr lipophil und besitzen 
eine geringe Flüchtigkeit. Die Lipophilie der PCBs nimmt mit steigendem Chlorierungsgrad 
zu. 
Eine breite Anwendung fanden technische PCB-Gemische als Hydraulikflüssigkeit, 
Wärmetauscher und Transformatorenöl (geschlossene Systeme), sowie als Schmieröle, 
Flammschutzmittel und Weichmacher für Kunststoffe (offene Systeme). Sie wurden auch als 
Zusatzstoffe bei Druckfarben, Lacken und Klebstoffen eingesetzt (IARC, 1978). 
Verbrennungsprozesse in Anwesenheit von Chlor tragen wesentlich zum Eintrag von PCBs in 
die Umwelt bei. Relevant für die Belastung des Menschen ist aber weniger die Aussenluft, 
sondern eine starke Belastung von Innenräumen und die Anreicherung von PCBs in tierischen 
Nahrungsmitteln durch ihre hohe Persistenz und Lipophilie. 
 
Der erwachsene Organismus nimmt täglich durchschnittlich 0,2 µg/kg Körpergewicht an 
PCBs mit der Nahrung auf, was unterhalb des TDI von 1 µg/kg Körpergewicht liegt. 
Säuglinge sind durch Belastung der Muttermilch höheren Konzentrationen an PCBs 
ausgesetzt. Wie im Falle von TCDD ist aber auch hier ein Rückgang der Belastung zu 
verzeichnen (Fürst et al., 1992; Patandin, 1998). 
Die Akkumulation der PCBs erfolgt hauptsächlich im Fettgewebe, aber auch in der Leber und 
im Zentralnervensystem. Die mittlere Halbwertszeit aller PCBs liegt bei ca. 7 Jahren 
(Yakushiji et al., 1984). 
Nach Bekanntwerden der ubiquitären Verbreitung und einer möglichen toxikologischen 
Relevanz der PCBs wurde zunächst deren Verwendung in offenen Systemen untersagt (1978). 
In Deutschland wurde 1983 die gesamte PCB-Produktion eingestellt, seit 1989 verbietet eine 
Verordnung die Herstellung PCB-belasteter Materialien sowie deren Verbreitung (Schrenk, 
1994). 
Die Analytik von Probenmaterial beschränkt sich meist nur auf sechs ausgewählte Kongenere, 
sogenannte Leitkongenere oder Indikatorkongenere, die den Hauptanteil der PCBs 
ausmachen. Hierzu gehören die Kongenere PCB 28, 52, 101, 138, 153 und 180. 
Zur Risikobewertung von Kongeneren mit ‚dioxinartiger’ Wirkung bzw. deren Gemische, d. 
h. Kongenere mit einer Affinität zum AhR, wird das TEQ-Konzept herangezogen (Kannan et 
al, 1988). TEF-Werte für einzelne PCBs wurden von der WHO festgesetzt (van den Berg et 
al., 1998, s. Anhang 8.1). 
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Für PCB-Gemische gilt unter Annahme der Additivität: 
 
TEQ = Σ (Konzentration x TEF) 
 
1.3.3.2 Toxizität 
 
Untersuchungen zur toxischen Wirkung dieser Substanzklasse beim Menschen beruhen auf 
Unfällen in Japan (1968) und Taiwan (1979), die als ‚Yusho’ bzw. ‚Yu-Cheng’ bekannt 
wurden (Reisölkrankheit). Durch einen Wärmetauscherdefekt kam es bei der 
Reisölproduktion zur Verunreinigung des Öls mit PCBs und PCDFs. 
Als ersteVergiftungserscheinung zeigten sich Hautveränderungen in Form von Chlorakne und 
eine Hyperpigmentierung (IARC, 1997; Kuratsune et al., 1987). Eine Vielzahl anderer 
Symptome wie Atemwegsstörungen, Schwellungen der Augenlider, Sehstörungen, 
Schwächegefühl, Taubheit in Extremitäten, Kopfschmerz und Erbrechen traten bei den 
meisten Personen in Erscheinung (Safe, 1992). Des weiteren war das Immunsystem 
beeinträchtigt und einige leberspezifischen Enzyme waren im Serum erhöht. 
Kinder, deren Mütter während der Schwangerschaft exponiert waren, zeigten ebenfalls 
Hyperpigmentierung, eine Hyperplasie des Zahnfleisches, frühzeitigen Zahndurchbruch, 
gestörte Knochenverkalkung und ein signifikant verringertes Geburtsgewicht (fetales PCB-
Syndrom). Auffällig war hier auch ein signifikant gestörtes Lernverhalten von Kindern 
(Rylander et al., 1995; Jacobson und Jacobson, 1997). 
Bei männlichen Yusho- und Yu Cheng-Patienten zeigte sich eine erhöhte Krebsmortalität, 
betroffen waren hauptsächlich Leber, Magen und Lunge. Andere Studien an PCB-exponierten 
Arbeitern beobachten ähnliche Vergiftungssymptome und eine Zunahme der Sterblichkeit an 
Leberkrebs (Brown, 1987). 
Die Datenlage ist jedoch zum Teil auch sehr widersprüchlich und zeigt allgemein das 
Problem, dass Effekte aufgrund der Mischexposition nicht eindeutig den PCBs zugeordnet 
werden können. 
 
Tierexperimentelle Studien mit PCB-Gemischen zeigten bei Ratten vergleichbare 
Vergiftungssymptome wie Haarausfall, Rötung der Haut mit Hyperkeratose und subkutane 
Ödeme. Das Lebergewicht der Tiere war dosisabhängig erhöht, es zeigte sich eine 
Adenofibrose der Leber und Cholangiofibrose der Gallengänge. 
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Die Behandlung von Rhesusaffen mit technischen PCB-Gemischen zeigte ähnliche 
Wirkungen auf die Haut, u. a. auch akneiforme Veränderungen sowie Hypertrophien des 
Gallengang- und Gallenblasenepithels, nekrotisches Lebergewebe und vergrößerte 
Hepatozyten (Ahlborg et al., 1992). Nachkommen von Rhesusaffen, die während der 
Schwangerschaft exponiert waren, zeigten Verhaltensauffälligkeiten und Lernstörungen 
(Bowman et al., 1981; Levin et al., 1988). Auch Störungen des Immunsystems traten bei 
Affen auf (Tryphonas et al., 1991). 
Ähnlich wie bei TCDD zeigten sich im Versuchstier nach Behandlung mit PCBs eine 
Beeinflussung der Reproduktion (Sager 1983; Sager und Girard, 1994) und ein verringerter 
Spiegel an Schilddrüsenhormonen (Morse et al., 1992). 
Am häufigsten wurden in Mäusen und Ratten nach Verabreichung von PCBs Tumoren der 
Leber beobachtet, aber auch des Magens und der Lunge (Norback und Weltman, 1985; 
Silberhorn et al., 1990). 
 
Technische PCB-Gemische haben sich in der Rattenleber als potente Tumorpromotoren 
gezeigt (Preston et al., 1981; Oesterle und Deml, 1984). Eine tumorpromovierende Wirkung 
in der Rattenleber konnte auch für einzelne ‚dioxinartige’ und ‚nicht-dioxinartige’ Kongenere 
bestätigt werden. Die ‚dioxinartigen’ Kongenere PCB 77 (Buchmann et al., 1986, 1991), PCB 
105 (Hemming et al., 1993) und PCB 126 (Hemming et al., 1993) zeigen ein promovierendes 
Wachstum von präneoplastischen Zellen. Von den ‚nicht-dioxinartigen’ Kongeneren haben 
sich bisher PCB 47 (Oesterle und Deml, 1981), PCB 49 (Buchmann et al., 1991), PCB 52 
(Preston et al., 1985) und PCB 153 (Hemming et al., 1993) als tumorpromovierend in der 
Rattenleber gezeigt. 
In Rattenhepatozyten in Primärkultur wurde der Einfluß verschiedener Kongenere auf die 
UV-Licht-induzierte Apoptose untersucht. Für die Kongenere PCB 28, 101, 138, 183 und 187 
konnte in vitro eine Hemmung der Apoptose nachgewiesen werden (Bohnenberger et al., 
2001; Bohnenberger, 2003). 
Eine Hemmung der Apoptose nach Induktion mit UV-Licht konnte auch für die 
‚dioxinartigen’ Kongenere 81, 126 und 169 in primären Hepatozyten der Ratte gezeigt 
werden (Zeiger, 2001). Bei alleiniger Behandlung mit den Kongeneren 81 und 126 war ein 
Anstieg in der basalen Apoptoseinzidenz zu verzeichnen. 
 
 
 
1  Einleitung 
22 
 
1.3.3.3 Mechanismen toxischer Wirkungen 
 
Eine Einteilung der PCBs in ‚dioxinartige’ und ‚nicht-dioxinartige’ PCBs erfolgt aufgrund 
einer AhR-abhängigen bzw. –unabhängigen Induktion verschiedener CYP-Isoenzyme in der 
Rattenleber.  
Kongenere mit Chlorsubstituenten in beiden para-Positionen sowie mindestens zwei 
Chlorsubstituenten in meta-Position induzieren wie TCDD CYP1A-Isoenzyme (Goldstein et 
al., 1977; Poland und Glover, 1977). Zu diesen non-ortho-substituierten Kongeneren gehören 
PCB 77, 81, 126 und 169, die eine annähernd planare Struktur annehmen können und 
toxische Wirkungen wie Chlorakne, Gewichtsverlust, Thymusatropie, Immunsuppression und 
Hepatotoxizität mit TCDD gemeinsam haben (Safe, 1992, 1994; Peterson et al., 1995). 
Mono-ortho-substituierte Kongenere, wie z. B. PCB 105, 118 und 156, sowie einige di-ortho-
substituierte Kongenere, wie z. B. PCB 170 und 180, zeigen eine Affinität zum AhR und 
induzieren CYP1A-Isoenzyme. Da sie aber auch CYP2B-Isoenzyme induzieren, bezeichnet 
man sie als ‚Gemischttyp-Induktoren’ (mixed type inducer). 
Besitzen Kongenere mindestens zwei Chlorsubstituenten in ortho-Position induzieren sie 
CYP2B- und CYP3A-Isoenzyme, was sie mit dem strukturell nicht näher verwandten 
Phenobarbital gemeinsam haben (Parkinson et al., 1983; Safe, 1994; Connor et al., 1995; 
Ikegwuonu et al., 1996). Vertreter dieser Gruppe sind die Kongenere PCB 52, 99 und 153. Sie 
zeigen neurotoxische Wirkungen und endokrine Effekte (Safe, 1994; Giesy und Kannan, 
1998; Fischer et al., 1998). 
 
Die Metabolisierung von PCBs führt im ersten Schritt zu hydroxilierten Metaboliten, 
überwiegend in para- und meta-Position. Für diesen Schritt sind die induzierten CYP1A- und 
2B-Isoenzyme verantwortlich (Kaminsky et al., 1981; Borlakoglu und Wilkins, 1993). 
Ein kritischer Punkt ist hier die Bildung von reaktiven Intermediaten, den Arenoxiden, die 
elektrophile Eigenschaften besitzen und mit Makromolekülen reagieren können. Die 
Detoxifizierung von Arenoxiden kann durch spontane Umlagerung erfolgen, aber auch über 
enzymatische Reaktionen, wie der Bildung von Dihydrodiolen durch die Epoxidhydrolase 
oder Bildung von Glutathionkonjugaten. 
Hydroxylierte Metabolite zeigen einen Einfluss auf den Stoffwechsel der Schilddrüse (Lans et 
al., 1993; Schuur et al., 1998a, 1998b), sowie östrogene Effekte durch Interaktion mit 
Östrogenrezeptoren und Inhibierung der Östrogen-Sulfotransferase (Kester et al., 2000; 
Matthews und Zacharewski, 2000). 
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Die Bildung von elektrophilen Semichinonen und Chinonen aus dihydroxylierten Metaboliten 
kann zur Adduktbildung mit Makromolekülen führen (Bolton et al., 2000). 
Eine Gruppe sehr persistenter PCB-Metabolite bilden die Methylsulfone, die in mehreren 
Reaktionsschritten aus Glutathion-Konjugaten entstehen. Methylsulfonmetabolite 
beeinflussen die Schilddrüsenfunktion, die Reproduktion und zeigen tumorpromovierende 
Eigenschaften (Letcher et al., 2000). 
 
Die neurotoxische Wirkung von PCBs wird Kongeneren zugeordnet, die Chlorsubstitutionen 
in ortho-Positionen besitzen. Kongenere mit einer annähernd planaren Struktur scheinen diese 
Wirkung nicht zu zeigen. 
Bei Affen konnte in bestimmten Gehirnregionen eine Abnahme der 
Catecholaminkonzentration nach Behandlung mit ortho-substituierten PCB-Kongeneren 
gezeigt werden. Den gleichen Effekt konnte man auch in einem neuronalen Zelltyp der Ratte 
(PC12-Zellen) nachweisen (Seegal et al., 1990; Shain et al., 1991). 
Kodavanti et al. (1993, 1995) führten die Wirkung der ortho-substituierten PCBs auf eine 
Störung der zellulären Ca2+-Homöostase und eine veränderte Aktivität der PKC zurück. 
 
Der Konzentrationsgradient an Calcium-Ionen zwischen dem extrazellulären Bereich und dem 
Innern der Zelle ermöglicht eine Regulation zellulärer Funktionen durch Ca2+ als sekundären 
Botenstoff. Im Innern der Zelle findet man eine Konzentration an Ca2+ die im nano- bis 
mikromolaren Bereich liegt, die extrazelluläre Ca2+-Konzentration kann mehrere mM 
betragen (Carafoli, 1995; Tsien und Tsien, 1990). Dieser Konzentrationsgradient wird 
aufrechterhalten durch Pumpen, die Ca2+ in den extrazellulären Raum befördern, durch 
intrazelluläre Ca2+-bindende Proteine und durch Speicherung in intrazellulären 
Kompartimenten, wie dem Endoplasmatischen/Sarkoplasmatischen Retikulum (ER/SR) und 
den Mitochondrien. 
Die Freisetzung von Ca2+ aus dem ER erfolgt über Rezeptor-assoziierte Ca2+-Kanäle, dem 
Inositol-1,4,5-Triphosphat-sensitiven Rezeptor (IP3R) oder über den Ryanodin-sensitiven 
Rezeptor (RyR). Der Einstrom von Ca2+ aus dem extrazellulären Raum kann je nach Zelltyp 
über verschiedene Kanäle erfolgen. Man findet hier spannungsaktivierte und 
mechanosensitive Ca2+-Kanäle, sowie ligandenaktivierte Rezeptoren, die mit Kanälen 
assoziiert sind (Clapham, 1995). Eine Übersicht über die Regulation der Ca2+-Homöostase der 
Zelle zeigt Abb. 1.9. 
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Eine unphysiologische Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration kann zum 
apoptotischen oder nekrotischen Zelltod führen. 
 
ER
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PM
CA
Ca2+
Ca2+
Ca2+Ca
2+Ca2+
Ca2+
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Mito
PTP
Ca2+
Ca2+
Na /H+ +
VOCC MOCC RACC
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UP
 
Abb. 1.9:  Schematische Übersicht über die Ca2+-Homöostase der Zelle 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die Beeinflussung der Ca2+-Homöostase in neuronalen Zellen 
über eine Entleerung des intrazellulären Ca2+-Speichers ER erfolgt. Verantwortlich für den 
Ca2+-Anstieg sind RyR-assoziierte Ca2+-Kanäle (Wong und Pessah, 1996; Schantz et al, 1997; 
Wong et al., 1997a, 1997b; Wong und Pessah, 1997). 
PCB 95 und 136 haben von allen untersuchten Kongeneren die größten Effekte gezeigt. Sehr 
große Wirkung zeigen auch die Kongenere 18, 52 und 187, wohingegen PCB 41, 101 und 110 
weniger wirksam waren (Pessah und Wong, 2001). Allgemein lässt sich sagen, dass die 
Kongenere zur Beeinflussung von RyR-assoziierten Ca2+-Kanälen Chlorsubstitutionen in 
mindestens zwei ortho-Positionen und Substitutionen in meta-Postition besitzen müssen. 
 
PM Plasmamembran 
ER Endoplasmatisches Reticulum 
Mito Mitochondrium 
PMCA Plasmamembran Ca2+-ATPase 
SERCA smooth ER Ca2+-ATPase 
VOCC voltage operated Ca2+ channel 
MOCC mechanically operated Ca2+ channel 
RACC receptor activated Ca2+ channel 
IP3R Inositol-Triphosphat Rezeptor 
RyR Ryanodin Rezeptor 
PTP permeability transition pore 
UP Uniporter 
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Ein dem TEQ-Wert für ‚dioxinartige’ PCB-Kongenere vergleichbares Konzept liegt zur 
Risikobewertung der ‚nicht-dioxinartigen’ PCB-Kongenere nicht vor. Die Datenlage dieser 
Stoffe ist hier noch unzureichend. 
 
Im Rahmen dieser hier vorliegenden Arbeit sollte die Beeinflussung der Calcium-Homöostase 
durch das ‚nicht-dioxinartige’ PCB 153 in primären Hepatozyten untersucht werden. In einem 
Vorversuch wurde zunächst das ‚dioxinartige’ Kongener PCB 126 mit PCB 153 hinsichtlich 
einer möglichen direkten Wirkung auf zelluläre Membranen untersucht. Eine mikrosomale 
Membranfraktion der Rattenleber wurde hierzu mit paramagnetischen Gruppen versehen und 
diese Membranen nach Behandlung mit den PCB-Kongeneren mit Hilfe der Elektronen Spin 
Resonanz untersucht. Anschließend sollte die Beeinflussung der Calcium-Homöostase in 
Hepatozyten nach Behandlung mit PCB 153 durch mikrofluorimetrische Bestimmung der 
intrazellulären Ca2+-Konzentration überprüft werden. Der Nachweis erfolgte durch die 
Beladung der Zellen mit dem Ca2+-sensitiven Farbstoff Fura-2. 
 
Zur Aufklärung der Apoptose-hemmenden Wirkung von PCB 153 sollte der PI3K/PKB-
Signalweg untersucht werden. Mit Hilfe der Western Blot Analyse wurde die 
Phosphorylierung des proapoptotischen Proteins Bad an Serin 136 und die Menge an 
Gesamtprotein unter verschiedenen Kulturbedingungen erfasst. 
 
In Anlehnung an ein Protokoll von Nicholson et al. (1995) sollte als biochemischer Nachweis 
der Apoptose ein Caspase-3-Assay etabliert werden und eine geeignete Substanz zur 
Induktion der Apoptose gefunden werden. Hierzu wurden Hepatozyten mit den 
Topoisomeraseinhibitoren Etoposid und Camptothecin sowie mit der Nitrosoverbindung N-
Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) behandelt. Die Methode sollte zur 
Charakterisierung des Einflusses von ‚nicht-dioxinartigen’ und ‚dioxinartigen’ PCBs und den 
Referenzverbindungen Phenobarbital und TCDD auf die Apoptose in primären Hepatozyten 
herangezogen werden. Mit der Freisetzung von Cytochrom c sollte ein zweiter biochemischer 
Apoptosenachweis mittels Western Blot etabliert werden und die Apoptose-hemmende 
Wirkung der oben genannten Tumorpromotoren untersucht werden. 
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Im darauffolgenden Teil dieser Arbeit sollte die tumorpromovierende Wirkung der ‚nicht-
dioxinartigen’ PCB-Kongenere 28 und 101 in einer Initiations-Promotions-Studie in 
weiblichen Wistar-Ratten analysiert werden. Zur Initiation präneoplastischer Herde in der 
Rattenleber wurden die Tiere mit Diethylnitrosamin behandelt. Die nachfolgende Behandlung 
mit PCB 28 und 101 erfolgte in zwei unterschiedlich hohen Dosen über einen Zeitraum von 
acht bzw. sechzehn Wochen. 
Nach Homogenisierung von Lebergewebe und Extraktion der PCBs sollte der Gehalt der 
unterschiedlichen Kongenere in der Leber bestimmt werden. Der Nachweis präneoplastischer 
Foci sollte immunhistochemisch durch eine verringerte ATPase-Aktivität und eine gesteigerte 
Expression der GSTP erfolgen. Die Anzahl der Foci pro cm3 Leber sollte mit zwei 
unterschiedlichen stereologischen Berechnungsmethoden (nach Fullman und Saltykov) sowie 
das Focusvolumen, bezogen auf das Lebervolumen, quantifiziert werden. Durch den Einbau 
von Bromdeoxyuridin in die DNA sollte die Zahl proliferierender Zellen in GSTP-positiven 
Foci überprüft werden. Zusätzlich sollte die Induktion von CYP-Isoenzymen durch Erfassung 
der CYP1A-korrelierten 7-Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) –Aktivität und der CYP2B-
korrelierten 7-Pentoxyresorufin O-depentylase (PROD) –Aktivität nach einer Methode von 
Kennedy und Jones (1994) im Leberhomogenat analysiert werden. 
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3.1 Chemikalien 
 
Tabelle 3.1: 
Auflistung der verwendeten Chemikalien 
N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-AFC (Ac-DEVD-AFC) 
N-Acetyl-Aps-Glu-Val-Asp-aldehyd (Ac-DEVD-CHO) 
Acrylamid-Bisacrylamid (30:0,8) Rotiphorese Gel 
Adenosin 5’-Triphosphat (ATP) 
Amidoschwarz 
7-Amino-4-trifluoromethylcoumarin (AFC) 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 
Ammoniumsulfid 
Aprotinin 
Biomol, Hamburg 
Biomol, Hamburg 
Roth, Karlsruhe 
Sigma, Steinheim und Roche, Mannheim 
AppliChem, Darmstadt 
Sigma, Steinheim 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
AppliChem, Darmstadt 
anti-Bad 
anti-Bad P136 
Bleinitrat 
Bovines Serum Albumin Fraktion V (BSA) 
5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU) 
anti-BrdU 
Bromphenolblau 
n-Butanol 
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
Serva, Heidelberg 
Roth, Karlsruhe 
Sigma, Steinheim 
DAKO, Carpinteria, USA 
Sigma, Steinheim 
Merck, Darmstadt 
Calciumchlorid 
Camptothecin 
Caspase-3 
Chloroform 
Cholamidopropyldimethylammoniopropansulfonat (CHAPS) 
Coomassie Brilliant Blue 
Cyclohexan 
Cyclopiazonsäure 
anti-Cytochrom c (Klon 7H8.2C12) 
Merck, Darmstadt 
Sigma, Steinheim 
Sigma, Steinheim 
Merck, Darmstadt 
AppliChem, Darmstadt 
AppliChem, Darmstadt 
Promochem, Wesel 
Sigma, Steinheim 
Pharmingen, BD, Heidelberg 
Dexamethason 
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) 
Diaminophenylindol (DAPI) 
Dichlormethan 
Digitonin 
Dimethylsulfoxid (DMSO) 
Dithiothreitol (DTT) 
5-Doxyl-Stearinsäure 
16-Doxyl-Stearinsäure 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)/ 
  Ham’s F12 (1 g/l D-Glukose) 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1 g/l D-Glukose) 
  Trockenmedium 
Sigma, Steinheim 
DAKO, Carpinteria, USA 
Sigma, Steinheim 
Promochem, Wesel 
Sigma, Steinheim 
Fluka, Neu-Ulm 
AppliChem, Darmstadt 
Sigma, Steinheim 
Sigma, Steinheim 
PAA, Cölbe 
 
Sigma, Steinheim 
Entellan 
Epidermal Growth Factor (EGF) 
Essigsäure 
Ethanol 
Ethanolamin 
7-Ethoxyresorufin 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-tetraessigsäure 
  (EGTA) 
Etoposid 
Merck, Darmstadt 
Calbiochem, La Jolla, Kalifornien, USA 
Roth, Karlsruhe 
Roth, Karlsruhe 
Sigma, Steinheim 
Sigma, Steinheim 
Roth, Karlsruhe 
Sigma, Steinheim 
 
Sigma, Steinheim 
Fluorescamin AppliChem, Darmstadt 
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Fötales Kälberserum (FKS) 
Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz 
Fura-2 
PAA, Cölbe 
Sigma, Steinheim 
Molecular Probes Europe, Leiden, 
Niederlande 
Gentamycinsulfat 
D-Glukose 
Glutaraldehyd 
Glycerin 
Glycin  
anti-goat-IgG (HRP) 
anti-GSTP 
PAA, Cölbe 
Merck, Darmstadt 
Roth, Karlsruhe 
Merck, Darmstadt 
Roth, Karlsruhe 
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
Biogenex 
Heparin 
Hydroxyethylpiperazinethansulfonsäure (HEPES) 
Serva, Heidelberg 
Roth, Karlsruhe 
Ilfospeed Papierentwickler 
Immunglobulin G (IgG) rabbit 
Insulin 
Isopropanol 
ITS/ITS+ 
Ilford, Paramus, USA 
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
Sigma, Steinheim 
Riedel-deHaen, Seelze 
Becton Dickinson, Heidelberg 
Kaisers Glyceringelatine 
Kaleidoscope Polypeptide Standards 
Kaleidoscope Prestained Standards 
Kaliumchlorid 
Kaliumdihydrogenphosphat 
Kaliumdihydrogensulfat 
Kaliumhydrogenphosphat 
Kupfersulfat 
Merck, Darmstadt 
BioRad, München 
BioRad, München 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Roth, Karlsruhe 
Merck, Darmstadt 
Leupeptin 
Linolsäure 
AppliChem, Darmstadt 
Sigma, Steinheim 
Magermilchpulver 
Magnesiumchlorid 
Magnesiumsulfat 
Maiskeimöl 
Maleinsäure 
D-Mannitol 
2-Mercaptoethanol 
Methanol 
N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) 
anti-mouse-IgG (HRP) 
Spinnrad 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Mazola 
Merck, Darmstadt 
Applichem, Darmstadt 
Sigma, Steinheim 
Merck, Darmstadt 
Fluka, Neu-Ulm 
Sigma, Steinheim 
Natriumcarbonat 
Natriumchlorid 
Natriumdesoxycholat 
Natriumdihydrogenphosphat 
Natriumdodecylsulfat (SDS) 20% 
Natriumfluorid 
Natriumhydrogencarbonat 
Di-Natriumhydrogenphosphat 
Natriumhydroxid 
Natrium-Kalium-Tartrat 
Natriumorthovanadat 
Natriumselenit 
Nikotinamidadenindinukleotidphoshat reduziert 
  (NADPH) 
Nonidet-P40 
Roth, Karlsruhe 
Roth, Karlsruhe 
Sigma, Steinheim 
Merck, Darmstadt 
AppliChem, Darmstadt 
AppliChem, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Sigma, Steinheim 
Sigma, Steinheim 
Sigma, Steinheim 
AppliChem, Darmstadt 
 
AppliChem, Darmstadt 
Paraformaldehyd 
Penicillin/Streptomycin 
Pentobarbital 
7-Pentoxyresorufin 
Pepstatin 
Phenobarbital 
Phenylmethylsulfonylfluorid 
Pluronic-F127 
 
Polychlorierte Biphenyle (PCB) 
Sigma, Steinheim 
PAA, Cölbe 
Sigma, Steinheim 
Sigma, Steinheim 
AppliChem, Darmstadt 
Sigma, Steinheim 
AppliChem, Darmstadt 
Molecular Probes Europe, Leiden, 
Niederlande 
Promochem, Wesel & L. Robertson, 
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Protein A/G Agarose 
Universität Iowa, Iowa City, USA 
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
anti-rabbit-IgG (β-Gal) 
Rapid fixer Fixierer 
Resorufin 
American Qualex 
Ilford, Paramus, USA 
Sigma, Steinheim 
Saccharose 
Salzsäure 
Sulforhodamin 101 
AppliChem, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Sigma, Steinheim 
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
Transferrin 
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) 
Triton X-100 
Trypanblau 
TWEEN 20 
Ökometric, Bayreuth 
Sigma, Steinheim 
AppliChem, Darmstadt 
Roth, Karlsruhe 
Sigma, Steinheim 
Sigma, Steinheim 
Roth, Karlsruhe 
Waymouth MD 705/1 Trockenmedium 
Western Lightning Reagents 
Williams Medium E Trockenmedium 
Sigma, Steinheim 
Perkin Elmer, Rodgau 
AppliChem, Darmstadt 
Xylol Fluka, Neu-Ulm 
 
 
 
3.2 Geräte und Materialien 
 
Tabelle 3.2: 
Auflistung der verwendeten Geräte und Materialien 
Autoklav Varioklav Typ 500 H+P Labortechnik, München 
Brutschrank Heraeus BB 6220 CU Heraeus, Hanau 
Calcium-Messung Fluoreszenzmikroskop 
Xenon-Bogenlampe 
Objektiv 20x UV-gängig 
Filterblock 
SIT-Kamera 
Nikon, Japan 
Osram 
Nikon, Japan 
Nikon, Japan 
Hamamatsu Photonics, Herrsching 
Elektrophorese/Proteintransfer Mini Protean II/III 
BioRad Power Pac 300 
Electrophoresis Power Supply ST 606 T
Fast Blot B34 
Biometra Power Pack P 25 
Semi-dry Blotting Hoeffer TE 77 
BioRad, München 
BioRad, München 
Gibco BRL, Heidelberg 
Biometra, Göttingen 
Biometra, Göttingen 
Amersham Biosciences, San 
Francisco, USA 
ESR Elexsys E580 Bruker 
Filmmaterial Hyperfilm MP 
 
Fotokassette Kodak X-Omatic 
Amersham Pharmacia Biotech, 
Buckinghamshire, UK 
Kodak, Stuttgart 
Gefrierschrank Biofreezer MDF-U6086S Sanyo 
Gewebehomogenisation Homogenisator Heidolph 
Heizblock Multi-Block-Heater LabLine American Instruments Exchange, 
Haverhill, USA 
Kulturschalen Gewebekulturschalen 35 x mm 
Gewebekulturschalen 60 x 15 mm 
Gewebekulturschalen 94 x 16 mm 
96-Well-Mikroplatten 
Quadripermschalen 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Neolab, Heidelberg 
Mikroskopie Lichtmikroskop 
Phasenkontrastmikroskop DM IRB 
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 
Objektträger 76 x 26 mm 
Deckgläschen 24 x 60 mm 
Deckgläschen 15 mm 
Eschenbach 
Leica, Wetzlar 
Zeiss, Jena 
Roth, Karlsruhe 
Roth, Karlsruhe 
Roth, Karlsruhe 
PCB-Analytik 6890N Network GC/5973N MSD Agilent 
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Probengläschen 50 ml, 20 ml,10 ml, 
  1 ml mit Mikroeinsatz 
Bördelkappen 
Mikrolitersprizen Hamilton 
Einwegrührspatel 
VWR, Darmstadt 
 
VWR, Darmstadt 
VWR, Darmstadt 
Roth, Karlsruhe 
Pipetten Eppendorf Research 
Einmalpipetten steril 5 ml, 10 ml, 25 ml
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
Roth, Karlsruhe 
PH-Meter P 300 pH-Meter Beckman, München 
Photometer Spektralphotometer Uvikon 930 Kontron Instruments, 
Mailand,Italien 
Plattenreader Fluoroscan Ascent FL Labsystems 
Rattenleberperfusion Braunülen Vasocan 14G 
Braunülen Vasocan 18G 
Einmal-Injektionskanülen Sterican 26G 
  0,45 x 12 mm 
Einmal-Injektionsspritzen 
  Omnifix-F 1 ml 
Gewebebänder Tesa 
Luftblasenfalle 
Präparierbesteck 
Präpariertisch 
Schlauchpumpe BVP 
 
Seidentuch 
Silikonschläuche 
Thermostat T MA 6 
B. Braun, Melsungen 
B. Braun, Melsungen 
B. Braun, Melsungen 
 
B. Braun, Melsungen 
 
Beiersdorf AG, Hamburg 
 
 
 
Ismatec, Glattsbrugg-Zürich, 
Schweiz 
 
 
Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. 
KG, Lauda, Königshofen 
Reaktionsgefäße PP-Röhrchen 15 ml, 50 ml 
Reaktionsgefäße 1,5 ml 
IST-Reaktionsgefäße 2,0 ml 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Beckman, München 
Sterilbank UVF 6.12 S BDK, Sonnenbühl-Genkingen 
Sterilfilter Rotilabo Spritzenfilter 0,22 µm 
Rotilabo Spritzenfilter 0,45 µm 
Sartolab-P20 plus Sterilfilter 
Roth, Karlsruhe 
Roth, Karlsruhe 
Sartorius 
Transfermembran/Filterpapier Immobilon-P 
Whatman Paper 3 MM 
Millipore 
Roth, Karlsruhe 
Ultraschallsonde Labsonic 2000 Braun, Reutlingen 
Vortex Vortex Reax 2000 Heidolph, Frankfurt 
Waagen Grobwaage Precision Standards 
Feinwaage  
OHAUS 
Sartorius 
Wasserbad GFL 1083 
GFL 1003 
Gesellschaft für Labortechnik, 
Burgwedel 
Zählkammer Fuchs-Rosenthal Brand, Wertheim 
Zentrifugen Beckman GS-6R 
Beckman Microfuge R 
Sigma 1 K 15 
Beckman, München 
Beckman, München 
Sigma, Osterode 
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3.3 Nährmedien und Zusätze 
 
Nährmedien NIHA und NIHB: 
 
Die Spezialminimalmedien für primäre Zellkulturen NIHA und NIHB setzen sich zu gleichen 
Teilen aus den Grundmedien DMEM und Waymouth MD 705/1 zusammen. Die 
Grundmedien DMEM und Waymouth wurden wie folgt angesetzt: 
 
Tabelle 3.3: 
Herstellung der Grundmedien DMEM und Waymouth 
DMEM [5 l] Waymouth MD 705/1 [5 l] 
• Trockenmedium unter ständigem Rühren 
   in 4,5 l H2O bidest. lösen 
• Zugabe von 18,5 g NaHCO3 
• pH Wert auf 7,4 einstellen 
• auf 5 l mit H2O bidest. auffüllen 
• durch Filtration sterilisieren 
• Lagerung bei +4°C 
• Trockenmedium unter ständigem Rühren 
   in 4,5 l H2O bidest. lösen 
• Zugabe von 11,2 g NaHCO3 
• pH Wert auf 7,4 einstellen 
• auf 5 l mit H2O bidest. auffüllen 
• durch Filtration sterilisieren 
• Lagerung bei +4°C 
            
 
 
Die Nährmedien NIHA und NIHB enthalten als weitere Zusätze noch ITS bzw. ITS+: 
 
Tabelle 3.4: 
Zusammensetzung von ITS und ITS+ 
Komponenten IST IST+ 
Insulin 
Transferrin 
Selenige Säure 
BSA 
Linolsäure 
5 µg/ml 
5 µg/ml 
5 ng/ml 
- 
- 
6,25 µg/ml 
6,25 µg/ml 
1,25 ng/ml 
1,25 mg/ml 
5,35 µg/ml 
 
 
 
Die Zusammensetzung von NIHA und NIHB zeigt folgende Tabelle: 
 
Tabelle 3.5: 
Zusammensetzung der Kulturmedien NIHA und NIHB 
Komponenten Aussaatmedium NIHA 
[500 ml] 
Erhaltungsmedium NIHB 
[500 ml] 
Waymouth Medium 705/1 
FKS 
HEPES (1 M, pH 7,4) 
Gentamycinsulfat (50 mg/ml) 
Dexamethason (100 µM) 
ITS  
ITS+ 
DMEM Medium 
250 ml 
50 ml 
5 ml 
500 µl 
250 µl 
500 µl 
- 
ad 500 ml 
250 ml 
- 
5 ml 
500 µl 
250 µl 
- 
5 ml 
ad 500 ml 
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Nach Fertigstellung der Grundmedien DMEM und Waymouth, sowie der Nährmedien NIHA 
und NIHB erfolgte eine Medienkontrolle über zwei Tage im Brutschrank. Die Petrischalen 
wurden nach der Kultivierung mikroskopisch auf eventuelle mikrobielle Kontaminationen 
untersucht. Die Lagerung der Medien erfolgte bei +4°C. 
 
 
Nährmedien HSM und HAM: 
 
Das Trockenmedium William’s Medium E wurde in Lösung gebracht und mit 2,2 g/l 
NaHCO3 versetzt. Nach Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 konnte das Medium sterilfiltriert 
werden. Die Lagerung erfolgte bei 4°C. 
Die Zusammensetzung der Spezialminimalmedien HSM und HAM zeigt Tabelle 3.6. 
 
Tabelle 3.6: 
Zusammensetzung der Kulturmedien HSM und HAM 
Komponenten Aussaatmedium HSM 
[500 ml] 
Erhaltungsmedium HAM 
[500 ml] 
FKS 
HEPES (1 M, pH 7,4) 
Gentamycinsulfat (50 mg/ml) 
Natriumselenit (100 µM) 
Dexamethason (100 µM) 
Insulin (100 µM) 
Ethanolamin (1 mM) 
Transferrin (5 mg/ml) 
Linolsäure (100 mg)/BSA (10 %) 
Williams Medium E 
50 ml 
5 ml 
500 µl 
500 µl 
- 
500 µl 
- 
- 
- 
ad 500 ml 
- 
5 ml 
500µl 
500µl 
500 µl 
50 µl 
500 µl 
500 µl 
2,5 ml 
ad 500 ml 
 
 
 
Nährmedienzusätze: 
 
Hepes-Puffer 
     Hepes  1 M  pH 7,4 23,83 g/100 ml 
 
Natriumselenit 
Stocklösung 10 mM 
     Na-selenit 
 
      
Arbeitslösung 100 µM 
 
 
173 mg/100 ml 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:100 
Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 µm) 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
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Dexamethason 
Stocklösung 10 mM 
     Dexamethason 
 
 
Arbeitslösung 100 µM 
 
100 mg/25,2 ml Ethanol 
Lagerung bei –20°C 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:100 mit H2O bidest 
Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 µm) 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
Insulin 
Stocklösung 1 mM 
     Insulin 
 
 
 
Arbeitslösung 100 µM 
 
 
Zusatz von 3 ml NaCl 0,9 % zu 5 ml einer Fertiglösung 
der Konzentration 10 mg/ml in Hepes 25 mM (pH 8,2) 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:10 mit NaCl 0,9 % 
Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 µm) 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
Ethanolamin 
Stocklösung 1 mM 
     Ethanolamin 
 
Arbeitslösung 100 µM 
 
61 mg Fertiglösung/100 ml H2O bidest 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:10 mit H2O bidest 
Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 µM) 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
Transferrin 
     Transferrin 5 mg/ml 100 mg/20 ml NaCl 0,9 % 
Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 µM) 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
Linolsäure/BSA 
     Linolsäure 100 mg/100 ml Fertiglösung BSA 10 % 
Lagerung bei +4°C 
 
 
 
3.4 Lösungen und Puffer 
 
Isolierung von Hepatozyten: 
 
Pentobarbitallösung 
     Pentobarbital 33 mg/ml H2O bidest. 
 
Heparinlösung 
     Heparin 1000 U/ml NaCl 0,9 % 
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Perfusionslösungen 
Tabelle 3.7: 
Zusammensetzung der Perfusionslösungen 
Perfusionmedium I 
[5 l] 
Perfusionsmedium II 
[500 ml] 
Waschpuffer 
[500 ml] 
NaCl                                 31,50 g 
KCl                                      1,6 g 
MgSO4 x 7H2O                  1,35 g 
KH2PO4                              0,75 g 
NaHCO3                             9,05 g 
Hepes                               17,90 g 
Glukose                               7,5 g 
EGTA                                 0,19 g 
H2O bidest                          ad 5 l 
Hepes (1 M, pH 7,4)    5ml 
Penicillin (10000 U) / 
   Streptomycin (10 mg/ml)    5ml
 
 
DMEM/Ham’s F12 (1:1) 
   ad 500 ml 
 
Hepes (1 M, pH 7,4)    5ml 
Penicillin (10000 U) / 
   Streptomycin (10 mg/ml)    5ml
FKS    100 ml 
 
DMEM/Ham’s F12 (1:1) 
   ad 500 ml 
 
Die Perfusionslösung I wurde auf pH 7,4 eingestellt und sterilfiltriert. Alle Lösungen wurden 
bei +4°C gelagert. 
 
Zellkultur: 
 
HPBS pH 7,4 
     NaCl 
     KCl 
     Na2HPO4 
     KH2PO4 
     CaCl2 
     MgCl2 
     Hepes 
137 mM 
2,7 mM 
6,5 mM 
1,5 mM 
0,9 mM 
0,5 mM 
10 mM 
 
Kollagengellösung 
     Kollagenstocklösung  1,65 mg/ml 
     Puffergemisch: NaOH + Neutralisierungspuffer 
 
     Neutralisierungspuffer pH 7,4 [100 ml] 
     Na2HPO4 
     NaH2PO4 
     NaCl 
     Phenolrot 
Verdünnung 1:10 mit Puffergemisch 
Mischung 1+5 
 
 
164 mM 
36 mM 
1,5 M 
5 mg 
Sterilfitration und Lagerung bei RT 
 
Stocklösungen zur Behandlung der Zellen 
     MNNG 300 mM Substanz vor Wägung im Exsikkator trocknen 
44,127 mg/ml DMSO 
     Etoposid 80 mM 47,09 mg/ml DMSO 
     Camptothecin 10 mM 3,48 mg/ml DMSO 
     Phenobarbital 200 mM 50,84 mg/ml H2O bidest 
     TCDD 10-4 M 32,2 µg/ml DMSO 
     PCB 153  2 mM 722 µg/ml DMSO 
     PCB 126  0,2 mM 65,3 µg/ml DMSO 
     ATP 5 mM 27,6 mg/10 ml H2O bidest 
     Cyclopiazonsäure 100 mM 33,64 mg/ml DMSO 
     Insulin 5 µM 2,87 mg/100 ml HCl 10 mM 
     EGF 10 µg/ml Essigsäure 10 mM/BSA 0,1% 
3  Material und Methoden 
35 
 
ESR-Messungen: 
 
Tris-Saccharose-Lösung pH 7,5 [500 ml] 
     Tris . HCl  50 mM 
     Saccharose   250 mM 
3,03 g 
42,79 g 
 
Kaliumchloridlösung [500 ml] 
    KCl   150 mM 5,59 g 
 
Spinmarkierte Fettsäuren 
     5-Doxyl-Stearinsäure  20 mM 
     16-Doxyl-Stearinsäure  20 mM 
7,7 mg/ml Ethanol 
7,7 mg/ml Ethanol 
 
 
Ca2+-Messungen: 
 
Ringer-Lösung pH 7,4 [1 l] 
     NaCl 
     KCl 
     CaCl2 
     MgCl2 
     Hepes 
     Glukose 
8,474 g 
0,373 g 
0,294 g 
0,203 g 
2,383 g 
1,802 g 
 
Pluronsäure 
     Pluronic F-127  20 % 2 g/100 ml DMSO 
Lagerung bei Raumtemperatur 
 
Fura-2 Acetoxymethylester 
     Fura-2 AM  5 mM 5 mg/ml DMSO 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
 
Phosphorylierung von Bad: 
 
Lysispuffer [500 ml] 
     MgCl2 . 6 H2O          3 mM      
     NaCl                        150 mM 
     Tris . HCl                  10 mM 
     EDTA                       1 mM 
     NP-40                       0,5 % 
0,305 g 
4,38 g 
10 ml Tris-Stocklösung 100 mM pH 7,5 
50 ml EDTA-Stocklösung 10 mM pH 8,0 
2,5 ml 
⇒ kurz vor Gebrauch DTT, Proteaseinhibitoren und Na3VO4 zusetzen: Stocklösungen der 
     Substanzen (100 mM, 100 µg/ml, 10 mM) werden 1:100 verdünnt 
     DTT 
     PMSF 
     Aprotinin 
     Leupeptin 
     Pepstatin A 
     Na3VO4 
1 mM 
1 mM 
1 µg/ml 
1 µg/ml 
1 µg/ml 
0,1 mM 
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Aktivierung von Natriumorthovanadat 
     Na3VO4   10 mM 183,91 mg/100 ml H2O bidest 
pH auf 10 einstellen (Gelbfärbung) 
Lösung kochen bis zur Farblosigkeit 
Nach Abkühlung erneut pH 10 einstellen 
Wiederholung der Schritte bis Lösung bei pH 10 
farblos bleibt 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
 
Proteinbestimmung: 
 
Lowry A (alkalisches Kupferreagenz) 
     Natriumcarbonat  2 % 
     Natrium-Kalium-Tartrat  2,7 % 
     Kupfersulfat  1 % 
50 ml 
500 µl 
500 µl 
 
Lowry B (Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz) 
     H2O bidest 
     Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz 
2,5 ml 
2,5 ml 
 
 
Western Blot Analyse: 
 
Lämmli-Puffer 
     Tris 1,2 M pH 6,8/Glycerin-Mix (1:1) 
     SDS 10 % 
     2-Mercaptoethanol 
     Bromphenolblau 0,05 % 
200 µl 
200 µl 
20 µl 
40 µl 
 
Tris-Puffer [je 100 ml] 
     Tris 0,5 M pH 6,8 
     Tris 1,2 M pH 6,8 
     Tris 1,5 M pH 8,8 
6,1 g 
14,5 g 
18,2 g 
 
Trenngel [15 %] 
     H2O bidest 
     Tris 1,5 M pH 8,8 
     SDS 10 % 
     Acrylamid/Bis 30:0,8 
     APS 10 % (frisch ansetzen) 
     TEMED  
3550 µl 
3750 µl 
150 µl 
7500 µl 
50 µl 
5 µl 
 
Sammelgel [10 %] 
     H2O bidest 
     Tris 0,5 M pH 6,8 
     SDS 10 % 
     Acrylamid/Bis 30:0,8 
     APS 10 % (frisch ansetzen) 
     TEMED 
3970 µl 
2500 µl 
100 µl 
3330 µl 
100 µl 
5 µl 
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PAGE Elektrodenpuffer pH 8,3  [5 l] 
     Tris 
     Glycin 
     SDS 10 % 
30 g 
144 g 
50 ml 
 
Anodenpuffer I  pH 10,4 [500 ml] 
     Tris                            300 mM 
     Methanol                    10 % 
18,15 g 
50 ml 
 
Anodenpuffer II pH 10,4 [500 ml] 
     Tris                            25 mM 
     Methanol                    10 % 
1,5 g 
50 ml 
 
Kathodenpuffer pH 9,4 [500ml] 
     Glycin                        40 mM 
     Tris                            25 mM 
     Methanol                    20 % 
     SDS 10 %                 0,005 % 
1,5 g 
1,5 g 
100 ml 
250 µl 
 
TBS-Puffer pH 7,4 [500 ml] 
     NaCl                        140 mM 
     Tris                           10 mM 
8,18 g 
1,21 g 
 
TBST-Puffer pH 7,4 [500 ml] 
     NaCl                        140 mM 
     Tris                           10 mM 
     Tween 20                 0,05 % 
8,18 g 
1,21 g 
250 µl 
 
Blockierlösung 10 % [50 ml] 
     Magermilchpulver in TBS 
     (frisch ansetzen) 
5 g 
 
Coomassie Blau 
     Coomassie Brilliant Blue R250 0,25 g/90 ml Methanol:H2O (1:1) und 10 ml Eisessig 
 
Coomassie Entfärbelösung 
     H2O:Ethanol:Eisessig 6:3:1 
 
Amidoschwarzlösung 
     Amidoschwarz  0,1 % 100 mg/100 ml Methanol:Eisessig:H2O (40:10:50) 
 
 
Caspase-3-Assay: 
Lysispuffer [100 ml] 
     Hepes  50 mM pH 7,4 
     EDTA  0,1 mM 
     Triton X-100  0,1 % 
     CHAPS  0,1 % 
5 ml Hepes-Stocklösung 1 M pH 7,4 
20 µl EDTA-Stocklösung 0,5 M 
100 µl 
100 mg 
Lagerung bei +4°C 
⇒ kurz vor Gebrauch DTT und PMSF zusetzen: Stocklösungen der 
     Substanzen (1 M bzw. 100 mM) werden 1:1000 bzw. 1:100 verdünnt 
     DTT 
     PMSF 
1 mM 
1 mM 
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Assaypuffer [100 ml] 
     Hepes  50 mM pH 7,4 
     EDTA  1 mM 
     NaCl  100 mM 
     CHAPS  0,1 % 
     Glycerol  10 % 
5 ml Hepes-Stocklösung 1 M pH 7,4 
200 µl EDTA-Stocklösung 0,5 M 
0,5844 g 
100 mg 
10 ml 
Lagerung bei +4°C 
⇒ kurz vor Gebrauch DTT zusetzen: Stocklösung (1 M) 1:100 verdünnen 
     DTT 10 mM 
 
Caspase-3-Substrat 
Stocklösung  20 mM      
     Ac-DEVD-AFC 
 
 
Arbeitslösung  2 mM 
 
5 mg/392 µl DMSO 
aliquotieren und lichtgeschützt bei –20°C lagern 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:10 mit Assaypuffer 
 
Fluoreszenz-Standard 
Stocklösung  10 mM 
     AFC 
 
 
Arbeitslösung  10 µM 
 
5 mg/2,18 ml DMSO 
aliquotieren und lichtgeschützt bei –20°C lagern 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:1000 mit Assaypuffer 
 
Caspase-3-Inhibitor 
Stocklösung  200 µM 
     Ac-DEVD-CHO 
 
 
Arbeitslösung  1 µM 
 
1 mg/400 µl DMSO + 10 ml Assaypuffer 
aliquotieren und bei –80°C lagern 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:200 
 
 
Zellfixierung: 
 
Glutaraldehydlösung 1 % [10 ml] 
     Natriumphoshat/ Magnesiumchlorid-Puffer      
     Glutaraldehyd 25 % 
9,6 ml 
0,4 ml 
 
Natriumphosphat 100 mM pH 7,0/ Magnesiumchlorid 1 mM – Puffer [500 ml] 
     Na2HPO4 . 2 H2O   58 mM 
     NaH2PO4 . H2O      42 mM 
     MgCl2 . 6 H2O          1 mM 
5,162 g 
2,898 g 
500 µl 
 
 
Zellfärbung: 
 
DAPI/ Sulforhodamin-Lösung [1 l] 
     DAPI                        8 µM 
     Sulforhodamin 101   10 µM 
2,8 mg 
6,3 mg 
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Cytochrom c: 
 
Schwellpuffer [100 ml] 
     D-Mannitol 
     Saccharose 
     EGTA 
     Hepes 
3,64 g 
14 ml Saccharose-Stocklösung 0,5 M 
0,038 g 
1 ml Hepes-Stocklösung 1 M pH 7,4 
 
Lysispuffer [100 ml] 
     D-Mannitol 
     Saccharose 
     EGTA 
     Hepes 
     NP-40  
3,64 g 
14 ml Saccharose-Stocklösung 0,5 M 
0,038 g 
1 ml Hepes-Stocklösung 1 M pH 7,4 
1 ml 
 
 
Initiations-Promotionsexperiment: 
 
Diethylnitrosamin 
     DEN 1 g/100 ml H2O 
 
PCB-Lösungen 
     Flasche 1 PCB 28 Hochdosis 
     Flasche 2 PCB 28 Hochdosis 
     Flasche 3 PCB 28 Niedrigdosis 
     Flasche 4 PCB 101 Hochdosis 
     Flasche 5 PCB 101 Hochdosis 
     Flasche 6 PCB 101 Niedrigdosis 
1,225 g/160 ml Maiskeimöl 
1,272 g/165 ml Maiskeimöl 
0,440 g/170 ml Maiskeimöl 
1,454 g/150 ml Maiskeimöl 
1,546 g/160 ml Maiskeimöl 
0,563 g/170 ml Maiskeimöl 
 
Bromdeoxyuridin 
     BrdU 1 g/66,7 ml NaCl 0,9 % 
Zugabe von 467 µl NaOH 1M 
 
Carnoy-Fixierungslösung 
     Ethanol abs. : Chloroform : Eisessig 6 : 3 : 1 
 
Tris-Maleat-Puffer 0,2 M pH 7,2 [1 l] 
     Tris Base 
     Maleinsäure 
24,2 g 
23,2 g 
 
Substratinkubationslösung 
     Tris-Maleat-Puffer  0,2 M 
     H2O bidest 
     Bleinitrat  2 % 
     MgCl2  0,1 M 
     Adenosin-5’-triphosphat 
60 ml 
65 ml 
10 ml tropfenweise unter Rühren zugeben 
15 ml langsam zugeben 
75 mg 
 
Fixiergemisch 5 % [250 ml] 
     Glutaraldehyd  25 % 
     Eisessig 
50 ml 
12,5 ml 
mit H2O bidest auffüllen, immer frisch ansetzen 
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Hämalaun nach Mayer [1 l] 
     Hämalaun 
     NaJO3 
     Kalialaun 
     Chloralhydrat 
     Zitronensäure 
1 g 
0,2 g 
50 g 
50 g 
1 g 
 
Mikrosomenpuffer  50 mM NaPi/1 mM EDTA pH 7,6 [1 l] 
     Na2HPO4 . 2H2O 
     NaH2PO4 . H2O 
     EDTA 
7,52 g 
1,07 g 
2 ml  0,5 M EDTA-Stocklösung 
 
 
NaPi-Puffer 50 mM pH 8,0 [1 l] 
     Na2HPO4 . 2H2O 
     NaH2PO4 . H2O 
8,44 g 
0,36 g 
 
BSA-Eichlösung 
     BSA 2 mg/ml NaPi 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
Resorufin-Eichlösung 
Stocklösung  140 µM 
 
 
Arbeitslösung 
33 mg/l Methanol 
Lagerung bei +4°C lichtgeschützt 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:200 mit NaPi 
Lichtgeschützt auf Eis aufbewahren 
 
NADPH 
     NADPH  13,4 mM 11,2 mg/ml NaPi 
aliquotieren und bei –20°C lagern 
 
Ethoxyresorufin 
Stocklösung  1,05 mM 
     Ethoxyresorufin 
 
 
Arbeitslösung 
 
253 µg/ml Methanol 
aliquotieren und bei –20°C lichtgeschützt lagern 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:30 mit NaPi 
Lichtgeschützt auf Eis aufbewahren 
 
Pentoxyresorufin 
Stocklösung  2,1 mM 
     Pentoxyresorufin 
 
 
Arbeitslösung 
595 µg/ml Methanol 
aliquotieren und bei –20°C lichtgeschützt lagern 
 
Verdünnung der Stocklösung 1:30 mit NaPi 
Lichtgeschützt auf Eis aufbewahren 
 
Fluorescamin-Stoplösung 
     Fluorescamin 150 µg/ml Acetonitril 
Lagerung lichtgeschützt bei +4°C 
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3.5 Wirkung von ‚nicht-dioxinartigen’ PCBs auf primäre Hepatozyten 
 
3.5.1 Isolierung parenchymaler Leberzellen 
 
3.5.1.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung 
 
Zur Rattenleberperfusion wurden männliche Ratten des Stammes ‚Wistar‘ von Charles River 
Deutschland GmbH bezogen. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte im Tierhaus der 
Technischen Universität Kaiserslautern in Makrolon-Käfigen unter künstlichen Tag-Nacht-
Lichtverhältnissen. Den Tieren wurde freier Zugang zu Trinkwasser und pelletiertem 
Standardfutter (Altromin, Lage) gewährt. Es wurden ausschließlich Wistar-Ratten mit einem 
Körpergewicht von 140-190 g verwendet. 
 
3.5.1.2 In situ Perfusion einer Rattenleber und Präparation von Hepatozyten 
 
Die Isolierung parenchymaler Zellen oder Hepatozyten aus der Rattenleber erfolgte mit Hilfe 
einer zweistufigen in situ Perfusion, modifiziert nach Seglen (1976). 
Um eine sterile Präparation zu gewährleisten wurde das Präparierbesteck sowie das 
Schlauchsystem autoklaviert und alle verwendeten Lösungen sterilfiltriert. Vor Beginn und 
während der Perfusion wurden die Perfusionslösungen im Wasserbad auf 42°C erwärmt, der 
Waschpuffer wurde auf Raumtemperatur gebracht. 
Die Ratte wurde durch eine i.p. Injektion einer Pentobarbitallösung (300 µl pro 100 g 
Körpergewicht) narkotisiert und auf dem Operationstisch mit Gewebebändern fixiert. 
 
Nach Öffnung des Abdomens und Freilegung der Leber erfolgte eine Injektion des 
Antikoagulans Heparin (100 µl pro 100 g Körpergewicht) in die untere Hohlvene (Vena cava 
inferior), um eine vorzeitige Blutgerinnung zu verhindern. Zur späteren Fixierung der 
Braunüle wurde um die Pfortader (Vena porta hepatica) eine lockere Ligatur gelegt. Eine 
zweite Ligatur wurde um den unteren Teil der Hohlvene gelegt. Unmittelbar nach Einführen 
und Fixierung der Braunüle in die Pfortader ermöglichte die Durchtrennung der unteren 
Hohlvene das Abfließen von Blut und Perfusat aus der Leber. 
Die Leber wurde im ersten Perfusionsschritt für ca. 7-10 min mit EGTA-haltigem 
Perfusionsmedium I bei einer Durchflussrate von 40 ml/min durchspült, um durch den Entzug 
von Ca2+ die Desmosomen zu lösen. 
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Während diesem Perfusionsschritt wurde eine zweite Braunüle in den oberen Teil der 
Hohlvene eingeführt und fixiert, die nach Verschließen der unteren Hohlvene mit einem 
Abflussschlauch versehen wurde. 
Der Verdau der extrazellulären Matrix erfolgte anschließend durch 5-10 minütige 
rezirkulierende Perfusion mit Ca2+-haltigen Perfusionsmedium II, in dem zuvor das Enzym 
Collagenase gelöst wurde (100 collagenase digestion units/ml), bei einer Durchflussrate von 
40 ml/min. Nach erfolgreichem Verdau des Gewebes zeigte sich eine netzartige 
Oberflächenstruktur des Organs und die Leber wurde vorsichtig herauspräpariert. Die 
Leberkapsel wurde über einem sterilen Seidentuch geöffnet, die Zellen durch Zugabe von 200 
ml Waschpuffer herausgeschwemmt und durch das Tuch filtriert. 
Anschließend wurde die entstandene Zellsuspension auf vier 50 ml Zentrifugenröhrchen 
verteilt und  ca. 2 min bei 350 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert (Beckman GS-6R), um 
tote Zellen und Zelltrümmer abzutrennen. Das entstandene Zellpellet wurde in jeweils 20-25 
ml Waschpuffer resuspendiert und erneut 2 min bei 350 rpm zentrifugiert. Danach wurden die 
Pellets in jeweils 7-8 ml Waschpuffer aufgenommen und in einem Zentrifugenröhrchen 
vereinigt. 
 
3.5.1.3 Bestimmung von Zellzahl und Vitaliät 
 
Die Zellzahlbestimmung erfolgte lichtmikroskopisch in einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer 
bei 10-facher Vergrößerung. Hierzu wurde die Zellsuspension 1:100 in Waschpuffer verdünnt 
(990 µl Puffer + 10 µl Zellsuspension). Es wurden 3 Felder mit jeweils 16 Kleinstquadraten 
ausgezählt und die Anzahl der Zellen pro Milliliter Suspension nach folgender Formel 
berechnet: 
 
Zellzahl/ml =
GZ x 80 x 1000 x Vf
16  
 
GZ : durchschnittlich ausgezählte Gesamtzellzahl 
  80; 16 : Faktoren der Zählkammer 
  1000 : Umrechnungsfaktor von µl auf ml 
  Vf : Verdünnungsfaktor der Zellsuspension (100) 
 
 
Die Bestimmung der Zellvitalität erfolgte mit dem Trypanblau-Ausschlußtest. Bei 
lichtmikroskopischer Betrachtung konnten tote Zellen durch Eindringen des blauen 
Farbstoffes von den ungefärbten lebenden Zellen unterschieden werden. 
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Hierzu wurde ein Aliquot einer 1:100 Verdünnung mit Trypanblau-Lösung im Verhältnis 1:1 
versetzt. Der Quotient aus der Anzahl lebender Zellen und der Gesamtzellzahl bildet den 
Vitalitätsfaktor, mit dessen Hilfe durch Multiplikation mit der Zellzahl/ml die Anzahl 
lebender Zellen pro Milliliter Zellsuspension berechnet werden kann. 
 
Vitalitätsfaktor =
Anzahl lebender Zellen
Gesamtzellzahl
=Lebendzellzahl/ml Zellzahl/ml x Vitalitätsfaktor  
 
 
Um eine erfolgreiche Versuchsdurchführung zu gewährleisten, wurden nur Zellpräparationen 
mit einer Vitalität von mindestens 85 % eingesetzt. 
 
3.5.2 Zellkultur 
 
3.5.2.1 Herstellung einer Kollagenlösung 
 
Zur Herstellung einer Kollagenlösung wurden ca. 20, bei –20°C gelagerte, Rattenschwänze 
verwendet. Die aufgetauten Schwänze wurden mit Ethanol (70 %) desinfiziert, unter der 
Sterilbank gehäutet und die Kollagenfasern von der Schwanzspitze her mit einer Pinzette 
herausgezogen. Es erfolgte eine Trocknung der Fasern unter UV-Licht über Nacht. 
Anschließend wurden die Fasern in kleine Stücke geschnitten, durch Reiben zwischen den 
Fingern aufgespalten und erneut in einer Petrischale unter UV-Licht über Nacht gelagert. 
Nach dem Abwiegen konnten die Fasern in einer verschlossenen Petrischale bei –20°C 
aufbewahrt werden. 
Zur Herstellung einer Kollagen-Stocklösung wurden ca. 2 g der Fasern unter sterilen 
Bedingungen in einen Erlenmeyerkolben überführt und unter Rühren für eine Stunde mit H2O 
bidest gewaschen. Der Waschschritt wurde anschließend für eine halbe Stunde wiederholt und 
die gereinigten Fasern in eine Flasche überführt. Das Lösen der Fasern erfolgte über einen 
Zeitraum von 24 h in 500 ml einer 0,1 %-igen Essigsäure unter Rühren. Nach der 
Zentrifugation der Lösung bei 3700 rpm (Beckman GS-6R) für 3 h  zur Abtrennung der nicht 
gelösten Fasern wurde der Proteingehalt der Stocklösung bestimmt. 
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Zur Verwendung in der Kultivierung von Hepatozyten wurden zwei Gebrauchslösungen mit 
den Konzentrationen 0,5 mg/ml und 1,65 mg/ml angesetzt und zusammen mit der 
Stocklösung bei 4°C gelagert. 
 
3.5.2.2 Kultivierung von Hepatozyten auf kollagenbeschichteten 
 Gewebekulturschalen 
 
Vor Gebrauch der Gewebekulturschalen wurden sie mit einer dünnen Kollagenschicht 
überzogen. Hierzu wurde die Schale mit Kollagenlösung (0,5 mg/ml) vollständig bedeckt und 
die Lösung in die nächste Schale überführt. Die Kulturschalen wurden über Nacht unter UV-
Licht in der Sterilbank getrocknet.  
Die Kultivierung von Hepatozyten erfolgte auf Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser 
von 94 mm. Tabelle 3.8 zeigt die ausgesäte Zellzahl und das Volumen des in den einzelnen 
Versuchen verwendeten Kulturmediums. 
 
Tabelle 3.8: 
Kultivierung von Hepatozyten auf kollagenierten Gewebekulturschalen 
Versuch Zellzahl/cm2 Zellzahl/Schale 94 mm 
Volumen 
Aussaatmedium 
Volumen 
Erhaltungsmedium
Ca2+-Messung 
 
Bad-Phosphorylierung 
 
Caspase-3-Aktivität 
 
Freisetzung von Cyt c 
30000 
 
85000 
 
70000 
 
70000 
280000 
 
6 Mio. 
 
5 Mio. 
 
5 Mio. 
2 ml NIHA 
 
7 ml NIHA 
 
7 ml HSM 
 
7 ml HSM 
2 ml NIHB 
 
7 ml NIHB 
 
7 ml HAM 
 
7 ml HAM 
 
 
Zur Aussaat der Zellen wurde ein serumhaltiges Medium verwendet. Die Anheftungszeit 
betrug maximal zwei Stunden. Danach wurden die Kulturschalen mit HPBS gewaschen um 
tote Zellen und Zelltrümmer vom Zellmonolayer zu entfernen. Die weitere Kultivierung der 
Hepatozyten erfolgte serumfrei bis zum Versuchsende im Brutschrank bei 37°C in 
wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5 % CO2. 
 
3.5.2.3 Kultivierung von Hepatozyten auf Kollagengelen und im 
 Kollagengelsandwich 
 
Zur Beschichtung von Objektträgern mit Kollagengelen wurden die Objektträger zunächst mit 
Ethanol (70 %) gereinigt und über Nacht in Quadripermschalen mit UV-Licht bestrahlt.  
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Unmittelbar nach Ansetzen der gebrauchsfertigen Kollagengellösung auf Eis wurden die 
Objektträger in den Schalen gleichmäßig mit jeweils 700 µl beschichtet. Die Aushärtung des 
Gels erfolgte für ca. 1,5 Stunden erschütterungsfrei im Brutschrank bei 37°C. Vor Aussaat der 
Zellen wurde das Gel mit Erhaltungsmedium vorsichtig gewaschen. 
Nach dem Anheften der Zellen wurden die Schalen mit den Objektträgern vorsichtig mit 
HPBS gewaschen. Unmittelbar danach erfolgte die Applikation der zweiten Gelschicht mit 
einem Volumen von jeweils 500 µl. Nach der Aushärtung konnte das Sandwichkollagen mit 
Erhaltungsmedium überschichtet werden. 
Tabelle 3.9 zeigt die ausgesäte Zellzahl und das Volumen des verwendeten Kulturmediums. 
Auch hier wurden die gleichen Kulturbedingungen gewählt, wie in 3.5.2.2 beschrieben. 
. 
Tabelle 3.9: 
Kultivierung von Hepatozyten auf Kollagengelen und im Kollagengelsandwich 
Versuch Zellzahl/cm2 Zellzahl/Objektträgerbzw. Schale 35 mm Gelvolumen
Volumen 
Aussaatmedium 
Volumen 
Erhaltungsmedium
Induktion von 
Apoptose 
 
Ca2+-Messung 
60000 
 
 
30000 
1,44 Mio 
 
 
280000 
1. 700 µl 
2. 500 µl 
 
340 µl 
4 ml HSM 
 
 
2 ml NIHA 
3 ml HAM 
 
 
2 ml NIHB 
 
 
Zur Beschichtung von Deckgläschen mit einem Durchmesser von 15 mm wurden diese 
zunächst mit Ethanol (70 %) gereinigt, paarweise in eine Gewebekulturschale von 35 mm 
Durchmesser gelegt und über Nacht in der Sterilbank mit UV-Licht bestrahlt. Die gesamte 
Kulturschale wurde mit 340 µl gebrauchsfertiger Kollagengellösung beschichtet und im 
Brutschrank bei 37°C für ca. 1,5 Stunden zur Aushärtung des Gels inkubiert. Nach dem 
Waschen des Gels mit Erhaltungsmedium konnte mit der Aussaat der Zellen begonnen 
werden (Tab. 3.9). 
 
3.5.3 Proteinbestimmung nach Lowry 
 
Der Proteingehalt der hergestellten Homogenate wurde nach Lowry et al. (1951) bestimmt. 
Die Methode beruht auf der Biuret-Reaktion der Peptidbindung mit Kupfer-Ionen in 
alkalischer Lösung und der Reduktion des Folin-Ciocalteus-Phenolreagenzes. Dieses Reagenz 
enthält eine Mischung aus Phosphowolframsäure und Phosphomolybdänsäure. Unter Verlust 
von Sauerstoffatomen des Wolframats bzw. des Molybdats wird das Reagenz hauptsächlich 
durch die Aminosäuren Tyrosin und Tryptophan reduziert. Die Kupfer-Ionen chelatisieren mit 
der Peptid-Struktur und erleichtern den Elektronentransfer, es resultiert eine blaue Färbung. 
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Zur Durchführung wurde das Proteinlysat 1:20 mit Wasser verdünnt. Für den Testansatz 
vermischte man 100 µl der Proteinverdünnung mit 100 µl 1 M NaOH und 1 ml Lowry A-
Lösung. Nach kräftigem Schütteln der Reaktionsgefäße wurde der Ansatz 10 min bei RT 
inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Zugabe von 100 µl Lowry B-Lösung und nach Mischen eine 
erneute Inkubation von 30 min bei RT. Die Extinktion des gebildeten Farbkomplexes wurde 
im Spektralphotometer bei 720 nm gegen Wasser vermessen. Zusätzlich zu den 
Zellhomogenaten wurde ein Leerwert vermessen, der statt Homogenat nur Wasser enthielt 
und dem über die Auto Zero-Funktion des Gerätes der Meßwert 0 zugeteilt wurde. 
Die Proteinkonzentration wurde anhand einer BSA-Eichgeraden ermittelt und 
folgendermaßen berechnet:  
 
Proteinkonzentration [µg/ml] =
∆E x 75 x Vf
0,1  
 
  E: Extinktion 
 Vf: Verdünnungsfaktor 
 
 
3.5.4 Western Blot Analyse 
 
3.5.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Im elektrischen Feld wandert ein Protein zur Elektrode mit entgegengesetzter Ladung, wobei 
die Größe des Proteins die Wanderungsgeschwindigkeit bestimmt. Da die Gesamtladung des 
Proteins nicht im Verhältnis zu seiner Größe steht wird häufig die Technik der SDS-PAGE 
angewandt, um eine Korrelation zwischen Größe und Ladung herzustellen. Das anionische 
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) überträgt negative Ladung auf das Protein und 
maskiert so seine eigentliche Ladung. Die Wanderungsgeschwindigkeit zeigt nun eine lineare 
Korrelation zur Molekülgröße. Bei der diskontinuierlichen PAGE werden zwei 
Polyacrylamidgele mit unterschiedlicher Dichte und unterschiedlichem pH 
übereinandergeschichtet. Das feinporige Trenngel (höherer pH) wird mit einem grobporigen 
Sammelgel (niederer pH) überschichtet. Nach dem Durchlaufen des Sammelgels konzentriert 
sich das Proteingemisch in einer dünnen scharfen Bande, bevor im Trenngel die 
Elektrophorese der Proteine durch den Molekularsiebeffekt erfolgt. Die Konzentration des 
Trenn- bzw. Sammelgels richtet sich nach der Größe des zu untersuchenden Proteins. 
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Die Gellösung wurde zusammenpipettiert und in der Gel-Apparatur bis zu 3/4 der Gesamthöhe 
luftblasenfrei eingefüllt. Um eine glatte Geloberfläche zu erhalten, wurde das Gel mit 
wenigen Tropfen n-Butanol überschichtet und ca. 1 Stunde zur Polymerisation bei RT 
belassen. 
Die Überschichtung mit dem Sammelgel erfolgte nach Absaugen des n-Butanols und zwei 
Waschschritten mit Wasser bzw. Sammelgellösung. Zur Ausbildung von Geltaschen während 
der 30 minütigen Polymerisation wurde ein Kamm eingesetzt. In der Elektrophoresekammer 
erfolgte die vollständige Flutung des Gels mit Elektrodenpuffer und die Entfernung des 
Taschenkamms. Die Geltaschen wurden mit max. 20 µl der Proben sowie 3 µl eines 
Molekulargewichtsstandards beladen. Der Gellauf erfolgte bei 75-200 V. 
 
3.5.4.2 Protein-Transfer 
 
Da die aufgetrennten Proteine im Gel für Antikörper schlecht zugänglich sind werden sie auf 
eine Membran eluiert. Diesen Proteintransfer im Spannungsfeld auf Nitrocellulose- oder 
PVDF (Polyvinylidendifluorid) -Membranen bezeichnet man als ‘Western Blotting’. Proteine 
haften über hydrophobe Wechselwirkungen an der Membran und können problemlos mit 
Antikörpern inkubiert werden. Beim hier verwendeten ‘Semidry-Blotting’ werden die 
Proteine aus dem Gel zwischen zwei horizontal angeordneten Graphitplatten auf eine 
hydrophobe PVDF-Membran übertragen (Abb. 3.1). 
 
Kathode
Anode
PVDF-Membran
Polyacrylamid-Gel
Filterpapier
Anodenpuffer I
Anodenpuffer II
Kathodenpuffer
 
Abb. 3.1:  Schematische Darstellung des Proteintransfers mit dem ‚semi-dry-Blotting’ 
 
Ein in Anodenpuffer I (AP I) getränktes Filterpapier wurde auf die mit AP I benetzte Anode 
aufgelegt, gefolgt von zwei in Anodenpuffer II (AP II) getränkten Filterpapieren. Die nun 
aufgelegte Membran wurde zuvor kurz in Methanol geschwenkt, mit Wasser gewaschen und 
für 10 min in AP II eingeweicht. Um ein Austrocknen der Membran zu verhindern wurde die 
aufgelegte Membran mit AP II beträufelt. Anschließend wurde das zuvor für mind. 10 min in 
Kathodenpuffer (KP) eingeweichte Gel auf die Membran aufgelegt und darauf drei weitere 
mit KP getränkte Filterpapiere. 
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Zwischen jedem dieser Schritte wurde durch das Rollen eines Glasstabes vorsichtig die Luft 
entfernt. Nach Aufsetzen des Deckels (Kathode) wurde das Gel bei konstanter Stromstärke 
von 50 mA pro Gel geblottet. 
 
3.5.4.3 Immunoblot und Detektion 
 
Die Membran wurde nach erfolgreichem Transfer kurz in TBS gewaschen und anschließend 
für eine Stunde in Blockierlösung bei RT geschüttelt, um unspezifische Bindungsstellen 
abzudecken. Nach mehreren Waschschritten in TBST (mehrmals kurz, 4 x 5 min) erfolgte 
eine zweistündige Inkubation der Membran mit dem primären Antikörper bei RT oder über 
Nacht bei 4°C unter Schütteln. Danach wurde erneut in TBST gewaschen (mehrmals kurz, 4 x 
5 min) und mit dem sekundären Antikörper (gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase) für eine 
Stunde bei RT inkubiert. Die Membran wurde nochmals in mehreren Schritten in TBST 
gewaschen. 
 
Y
Y
PVDF-Membran
Milchpulver
Gesuchtes Protein
Substrat
Meerrettichperoxidase
Primärer Antikörper
Sekundärer Antikörper
 
Abb. 3.2:  Schematische Darstellung des Immunoblots 
 
Die Detektion erfolgte über die Methode der gesteigerten Chemolumineszenz. Das Western 
Lightning Chemolumineszenzreagenz besteht aus einem Oxidizing Reagenz und einem 
Enhanced Luminol Reagenz, die 1:1 gemischt und im Dunkeln auf die Membran aufgetragen 
wurden (2 ml pro Membran). Im alkalischen Milieu wird Luminol von der Meerrettich-
Peroxidase oxidiert und durchwandert dabei einen elektronisch angeregten Zustand. Beim 
Übergang in den Grundzustand kommt es zur Emission von blaugrünem Licht, das durch 
Zugabe eines Enhancers verstärkt werden kann. 
Nach 1-minütiger Inkubation wurde die Membran in eine Plastikfolie gelegt und in einer 
Photokassette fixiert. Die Entwicklung des exponierten Röntgenfilms erfolgte nach 15-20 
min. 
Die Bandenintensitäten wurden mit Hilfe der Software TINA 2.0 quantifiziert. 
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3.5.5 Einfluss von PCB 153 auf die intrazelluläre Calcium-Homöostase 
 
3.5.5.1 Einfluss von PCB 126 und 153 auf isolierte Membranfraktionen 
 
3.5.5.1.1 Präparation von Rattenlebermikrosomen 
 
Zur Überprüfung der direkten Wirkung von PCBs auf zelluläre Membranen wurden nach 
einer Vorschrift von Forster (1986) Mikrosomen aus der Rattenleber hergestellt. 
Hierzu wurde zunächst die Leber einer männlichen Wistar-Ratte mit NaCl 0,9 % bis zur 
vollständigen Entblutung perfundiert. Die Leber wurde entnommen und auf Eis in einer 
geringen Menge Tris-Sucrose-Puffer mit einem Skalpell zerkleinert. Anschließend wurden die 
Leberstücke in ca. 4-fachem Volumen Puffer maschinell auf Eis homogenisiert. 
Durch Zentrifugation bei 500 g für 20 min wurden Zelltrümmer und Zellkerne aus dem 
Homogenat entfernt. Ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 9000 g für 20 min sollte die 
Mitochondrien aus dem Homogenat entfernen bis der Überstand schließlich ultrazentrifugiert 
wurde (100000 g, 30 min, +4°C) um eine mikrosomale Fraktion zu erhalten. Das Pellet wurde 
in 0,15 M KCl resuspendiert und erneut für 30 min bei 100000 g zentrifugiert. 
Die hieraus erhaltene mikrosomale Fraktion wurde in 500 µl Tris-Sucrose-Puffer 
resuspendiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80°C gelagert. Zur Messung 
des Proteingehaltes wurde eine Proteinbestimmung nach Lowry durchgeführt (s. Kap. 3.5.3). 
 
3.5.5.1.2 Einbau von spinmarkierten Fettsäuren und Messung mit Elektronen Spin 
 Resonanz 
 
Die Elektronen Spin Resonanz (ESR) ist eine Methode zur Messung ungepaarter Elektronen 
in einem Magnetfeld. Das untersuchte Molekül nimmt Energie in Form von 
elektromagnetischer Strahlung auf. ESR-Spektren können Aussagen über strukturelle oder 
dynamische Änderungen von Molekülen in biologischen Systemen liefern, hierzu muß das 
Molekül mit paramagnetischen Gruppen (Spinsonden) markiert werden. 
 
Zum Einbau in die Membranen wurde 5-Doxyl-Stearinsäure und 16-Doxyl-Stearinsäure 
verwendet. Hierzu wurde eine 20 mM ethanolische Lösung der Spinsonden hergestellt, davon 
ein Aliquot von 10 µl entnommen und der Ethanol mit Stickstoff abgedampft. Zeitgleich 
wurden mehrere ml der Mikrosomenfraktion aufgetaut und für 15 min bei 14000 rpm 
zentrifugiert. 
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Abb. 3.3:  Strukturformeln  der Spinsonden 5-Doxyl-Stearinsäure (A) und 16-Doxyl-Stearinsäure (B) 
 
Vom Überstand wurden jeweils 600 µl in die Gefäße mit spinmarkierter Fettsäure überführt 
und für 10 min auf dem Vortex geschüttelt. Nach 10-minütiger Behandlung im Ultraschallbad 
wurde die Membranfraktion bei 100000 g für 30 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in Tris-
Sucrose-Puffer homogenisiert und erneut bei 100000 g für 30 min zentrifugiert. Zur Messung 
am ESR wurde das Pellet in 100 µl Puffer aufgenommen und das Signal im ESR mit einem 
Aliquot von 20 µl überprüft. 
War das Signal ausreichend konnte die markierte Probe 1:10 verdünnt werden und es erfolgte 
eine Zugabe des Lösungsmittels DMSO (0,5 %) bzw. der in DMSO gelösten PCBs in einer 
Endkonzentration von 10-7 M. Nach kurzem vortexen wurden 20 µl-Aliquots im ESR bei 
Raumtemperatur vermessen. 
Um gezielt Effekte in den Spektren zu sehen wurde zusätzlich eine Versuchsreihe mit 
steigenden DMSO-Konzentrationen vermessen. 
 
3.5.5.2 Einfluss von PCB 153 auf die Calcium-Homöostase in Hepatozyten 
 
3.5.5.2.1 Kultivierung der Zellen und Beladung mit Calcium-sensitiven Farbstoffen 
 
Zur Messung der Calcium-Homöostase in Hepatozyten wurden die Zellen in 
Gewebekulturschalen (35 mm), die mit zwei runden Deckgläschen (15 mm) versehen waren, 
auf einer normalen Kollagenbeschichtung oder einer Kollagengelschicht ausgesät. Die 
Anheftungsphase betrug 2 h, danach wurden die Kulturen gewaschen und mit frischem 
Erhaltungsmedium überschichtet. Nach einer Kulturdauer von 4-8 h wurden die Zellen mit 
dem unpolaren Ca2+-sensitiven Farbstoff Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2/AM) in einer 
Konzentration von 5 µM beladen. Acetoxymethylester sind in der Lage Zellmembranen leicht 
zu passieren und akkumulieren im Zellinnern nach Abspaltung der Estergruppe. 
Zur Erleichterung der Diffusion des Farbstoffes in der Inkubationslösung (Ringerlösung) 
wurde das anionische Detergenz Pluronsäure (Pluronic F-127) während der Farbstoffbeladung 
in einer Konzentration von 0,02 % zugesetzt. 
A B
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Auf den Gewebekulturschalen wurde das Erhaltungsmedium durch 2 ml Ringerlösung mit 
Fura-2/AM und Pluronsäure ersetzt und für 60 min im Brutschrank inkubiert. Nach der 
Beladung wurden die Hepatozyten mit frischer Ringerlösung überschichtet und bis zur 
Messung im Brutschrank oder kurzfristig abgedunkelt bei RT aufbewahrt. Die optimale 
Beladung der Zellen wurde fluoreszenzmikroskopisch kontrolliert. Für die Messung wurden 
die Deckgläschen herausgenommen und in eine passgenaue abgedichtete Kammer 
eingebracht mit einem Badvolumen  von 250 µl. Die Deckgläschen mit der darüberliegenden 
vom Zellmonolayer bewachsenen Kollagengelschicht wurden herausgestanzt. Zum 
Einbringen von Lösungen in die Kammer war diese an ein zu- und abführendes 
Schlauchsystem mit Pumpe angeschlossen. Das Totvolumen des zuführenden Schlauchs lag 
bei ca. 3 ml. 
 
3.5.5.2.2 Mikrofluorimetrische Bestimmung der Ca2+-Konzentration in Hepatozyten 
 
Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 kann selektiv Ca2+-Ionen chelieren, wodurch sich seine 
spektralen Eigenschaften verändern. Fura-2 gehört zur Klasse der ‚dual excitation dyes’, die 
bei Ionenbindung das Anregungsspektrum verschieben (Grynckiewicz, 1985). 
Praktisch bedeutet dies die Möglichkeit der Messung von Ionenkonzentrationen durch 
Bildung eines Quotienten (Ratio) von Fluoreszenzintensitäten zweier unterschiedlicher 
Anregungswellenlängen. 
A B
 
Abb. 3.5: Anregungsspektren (A) und Emissionsspektren (B) von freiem Fura-2 
und Ca2+-gebundenem Fura-2 
Abb. 3.4:  Strukturformel des Ca2+-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2/AM 
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Bindet Fura-2 an Ca2+ verschiebt sich das Maximum der Fluoreszenzanregung des Farbstoffs 
von 380 nm nach 340 nm, d.h. das Ratio der Fluoreszenzintensitäten bei Anregung mit Licht 
der Wellenlängen 340 und 380 nm (R(F340/F380)) nimmt zu mit steigender Ca2+-Konzentration  
und verringert sich mit abnehmender Ca2+-Konzentration. Die Ratiobildung bedeutet somit 
eine empfindliche Meßgröße für zytosolische Ca2+-Konzentrationen. 
 
Licht einer Xenon-Bogenlampe wurde mit Hilfe eines rotierenden Spiegelrades mit einer 
Frequenz von 50 Hz zu zwei Monochromatoren geleitet. Durch Beugung am optischen Gitter 
wurde das polychromatische Licht in seine spektralen Anteile zerlegt und nur das Licht einer 
bestimmten Wellenlänge konnte die Monochromatoren verlassen. Zur Durchführung der 
Messung wurde von Monochromator I Licht der Wellenlänge 340 ± 5 nm und von 
Monochromator II Licht der Wellenlänge 380 ± 5 nm erzeugt. Das austretende Licht wurde zu 
einem inversen Fluoreszenzmikroskop mit Messkammer geleitet und in den Strahlengang 
gebracht. Ein Filterblock mit dichroischem Spiegel lenkte das Anregungslicht auf das 
Präparat und ließ das langwelligere Licht passieren. Durch Einbau eines weiteren  Filters 
konnte nur Licht mit einer Wellenlänge von mehr als 480 nm den Detektor erreichen. Zur 
Detektion wurde eine SIT-Kamera (Silicon-Intensified-Target C2400) herangezogen, die die 
Daten mit Hilfe eines PCs aufzeichnete und diese auf einem Monitor die anzeigte. Die 
Monitoransicht zeigte die Fluoreszenzemission der Zellen bei den beiden gewählten 
Anregungswellenlängen sowie die Ratiobildung beider Wellenlängen an. 
Mit Hilfe der Software Image Master (PTI) konnte ein bestimmter Messbereich von Zellen, 
sogenannte ‚regions of interest’ (ROI) festgelegt werden. Die Aufnahmefrequenz in den hier 
durchgeführten Versuchen lag bei 0,2 Hz. Es wurden die Fluoreszenzemissionen der Zellen in 
den festgelegten ROI nach abwechselnder Anregung mit Licht der Wellenlänge von 340 und 
380 nm simultan über die Zeit verfolgt und als Kurven gespeichert, aus denen R(F340/F380) 
berechnet werden konnte. 
 
3.5.6 Untersuchungen zur Phosphorylierung von Bad an Serin 136 durch PCB 153 
 
3.5.6.1 Kultivierung von Primärhepatozyten 
 
Hepatozyten wurden auf kollagenbeschichteten Gewebekulturschalen (94 mm) für ungefähr 
20 h kultiviert und nach Erneuerung des Mediums einer Behandlung mit verschiedenen 
Tumorpromotoren unterzogen. Die Zellen wurden für 6 h und 12 h mit Phenobarbital (0,5 
mM), PCB 153 (10-6 M), TCDD (10-9 M), PCB 126 (10-6 M) und DMSO (0,5 %) inkubiert. 
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Des weiteren wurden zur gezielten Aktivierung des Signalweges Versuche mit dem 
Wachstumsfaktor EGF und Insulin durchgeführt. EGF wurde in den Konzentrationen 10 
ng/ml und 50 ng/ml eingesetzt, die Insulinkonzentrationen betrugen 10 nM und 50 nM. Nach 
12 bzw. 24 h Inkubationsdauer wurden die Hepatozyten geerntet. 
In weiteren Versuchen wurden die Zellen in einem Minimalmedium inkubiert, das nur 
während der Anheftungsphase Insulin enthielt und nicht mit Hepes gepuffert wurde. 
PCB 153 wurde in den Konzentrationen 10-10 M, 10-9 M, 10-8 M, 10-7 M, 10-6 M und 10-5 M 
auf eine mögliche Phosphorylierung von Bad getestet. 
Nach Inkubationsende wurden die Gewebekulturschalen mit NaCl 0,9 % gewaschen und die 
Zellen in 2 ml NaCl heruntergeschabt. Hierbei wurden pro Behandlungspunkt zwei 
Kulturschalen vereinigt. Die Zellen wurden bei 1000 rpm (Beckman G6-SR) abzentrifugiert 
und das Pellet bei –20°C eingefroren. 
 
3.5.6.2 Lyse der Zellen und Immunpräzipitation 
 
Das Zellpellet wurde in 300 µl Lysispuffer resuspendiert, für 1 h auf Eis inkubiert und 
zwischendurch auf dem Vortex geschüttelt. Die Zelltrümmer wurden anschließend bei 12000 
g abzentrifugiert, der Überstand in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80°C 
gelagert. 
Zur Anreicherung des 26 kDa großen Proteins wurden 400 µg Gesamtprotein auf ein 
Gesamtvolumen von 50 µl gebracht und rotierend bei 4°C für 1 h mit 6 µl Antikörper 
inkubiert. Anschließend folgte die Zugabe von 2 µl Protein A/G Agarose und eine Inkubation 
über Nacht. Nach Zentrifugation für 5 min bei 1000 g und 4°C wurde das Präzipitat vorsichtig 
mit PBS gewaschen, zur elektrophoretischen Auftrennung in 20 µl Lämmli-Puffer 
aufgenommen und 10 min auf dem Heizblock bei 70°C denaturiert. Vor Beladung des Gels 
erfolgte eine kurze Zentrifugation der Proben. 
 
3.5.6.3 Nachweis im Western Blot 
 
Zur Auftrennung der Proteine wurde ein 10 %iges Sammelgel und ein 15 %iges Trenngel 
hergestellt. Die Elektrophorese wurde bei 200 V für ca. 45 min durchgeführt. Der 
anschließende Transfer auf die PVDF-Membran dauerte ebenfalls ca. 45 min. 
Nach der Blockierung wurde die Membran über Nacht bei 4°C mit den Primärantikörpern in 
einer Verdünnung 1:1000 in einer Magermilchpulverlösung (5 %) inkubiert. 
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Die Inkubation mit dem sekundären Antikörper anti-goat IgG-HRP in einer Verdünnung 
1:5000 in TBST erfolgte bei RT für 1 h. Die Detektion erfolgte wie in 3.5.4.3 beschrieben. 
 
3.5.7 Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid, Camptothecin und MNNG 
 
3.5.7.1 Kultivierung von Primärhepatozyten 
 
Die Zellkultur wurde auf kollagenbeschichteten Gewebekulturschalen (94 mm) durchgeführt. 
Nach der Anheftungsphase in serumhaltigem Kulturmedium wurden die Hepatozyten mit 
HPBS gewaschen und serumfrei für 20 h weiterkultiviert. Zur Induktion der Caspase-3 
wurden die Topoisomeraseinhibitoren Etoposid, ein Podophyllotoxinderivat (Abb. 3.6 A), in 
den Konzentrationen 200 µM und 400 µM sowie das Alkaloid Camptothecin (Abb. 3.6 B) in 
den Konzentrationen 10 µM und 15 µM verwendet. Die Inkubation der Substanzen wurde 
über einen Zeitraum von 1 h, 2 h, 4 h und 6 h durchgeführt. 
 
                         
 
Das Alkylanz MNNG (Abb. 3.6 C) wurde in den Konzentrationen 300 µM und 500 µM für 2 
h inkubiert (alte MNNG-Lösung), anschließend mit HPBS heruntergewaschen und die Zellen 
mit frischem Erhaltungsmedium für 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h und 12 h weiterkultiviert. Eine 
während der Versuche frisch angesetzte MNNG-Stocklösung wurde nochmals in den 
Konzentrationen 50 µM, 100 µM, 150 µM, 200 µM und 250 µM getestet. Hierzu wurden die 
Hepatozyten nach einer Kulturdauer von 8 bis 10 h für 30 min, 1 h und 2 h mit der Substanz 
vorinkubiert, nach Inkubationsende wurde das MNNG-haltige Medium mit HPBS 
heruntergewaschen und die Zellen für weitere 12 h in frischem Medium weiterkultiviert. 
Kontrollkulturen wurden mit dem Lösungsmittel DMSO (0,5 %) behandelt. Pro 
Behandlungspunkt wurden zwei Gewebekulturschalen inkubiert. 
 
 
A 
B
C 
Abb. 3.6:  Strukturformeln von Etoposid (A), 
Camptothecin (B) und MNNG (C) 
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Bei Kulturende wurden die Hepatozyten mit dem Kulturmedium abgeerntet und bei 1000 rpm 
(Beckman GS-6R) für 5 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml kalter NaCl 
0,9 % resuspendiert und erneut zentrifugiert bei 500 g und 4°C für 5 min. Der Überstand 
wurde abgesaugt und das Zellpellet bei –20°C eingefroren. 
 
3.5.7.2 Lyse der Zellen 
 
Das Zellpellet wurde in 400 µl kaltem Lysispuffer resuspendiert und auf Eis für 30 min, unter 
gelegentlichem vortexen, inkubiert. Danach erfolgte eine kurze Beschallung mit einer 
Ultraschallsonde (ca. 2 sec, 50 W) und eine Zentrifugation bei 10000 g für 15 min und 4°C. 
Der Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und zur Proteinbestimmung 
(Lowry) sowie zur Bestimmung der Caspase-3-Akivität herangezogen. 
 
3.5.7.3 Caspase-3-Assay 
 
Aktive Caspase-3 spaltet das Substrat Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-AFC nach Asp-4 und setzt  
AFC frei, was als Fluoreszenz bei den Wellenlängen 390 nm (Exzitation) und 520 nm 
(Emission) detektierbar ist (Abb. 3.7). 
 
Ac-DEVD
Ac-DEVD
AFC
AFC
C
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pa
se
 
Abb. 3.7:  Schematische Darstellung der Substratspaltung durch aktive Caspasen 
 
Zur Bestimmung von unspezifisch arbeitenden Proteasen wurde das entsprechende Aldehyd, 
Ac-DEVD-CHO, als Caspase-3-Inhibitor eingesetzt, der spezifisch das aktive Zentrum der 
Caspase-3 blockiert. Zur Überprüfung der Stabilität des Substrates wurde ein Blankwert mit 
Lysispuffer gemessen. Die fluorimetrische Messung fand in einem Plattenlesegerät für 
Mikrotiterplatten (Fluoroskan Ascent) statt. 
Nach folgendem Pipettierschema wurde eine AFC-Eichgerade erstellt und vermessen: 
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Tabelle 3.10: 
Pipettierschema AFC-Eichgerade 
 
Konzentration 
[µM] 
AFC-Menge/well 
[pmol] 
Arbeitslösung 
[µl] 
Assay-Puffer 
[µl] 
0 0 0 100 
0,1 10 1 99 
0,3 30 3 97 
0,5 50 5 95 
0,8 80 8 92 
1 100 10 90 
2 200 20 80 
4 400 40 60 
6 600 60 40 
8 800 80 20 
10 1000 100 0 
 
 
 
Es wurden die zugehörigen Fluoreszenzen bestimmt und ein Linearitätsbereich festgelegt. 
Zur Bestimmung der Caspase-Aktivität in den zu untersuchenden Proben wurde nach 
folgendem Schema vorgegangen. 
 
Tabelle 3.11: 
Pipettierschema zur Messung der Caspase-3-Aktivität 
 
Probe Assay-Puffer [µl] 
Lysat 
[µl] 
Inhibitor 
[µl] 
Substrat 
[µl] 
Blank 90 - - 10 
Lysat 40 50 - 10 
geblocktes Lysat 30 50 10 10 
 
 
 
Zunächst wurden die Platten für 10 min bei RT vorinkubiert. Danach erfolgte die 
Substratzugabe unter Lichtausschluß. Die Messung erfolgte im Minutenintervall über einen 
Gesamtzeitraum von 60 min. Zur Auswertung wurde die Änderung der relativen 
Fluoreszenzeinheiten pro min herangezogen, bei Schwankungen wurde nur der lineare 
Bereich der Kinetik verwendet. Die Fluoreszenzeinheiten der mit Inhibitor geblockten 
Ansätze  wurden von den Fluoreszenzeinheiten der ungeblockten Ansätze abgezogen. Anhand 
der Eichgerade konnte der Umsatz an AFC pro well berechnet werden: 
 
AFC [pmol/min] = Relative Fluoreszenzeinheiten  x  181 
 
 
Diese Aktivität wurde zur Bestimmung der spezifischen Aktivität der Caspase in Bezug zur 
verwendeten Proteinmenge in mg gesetzt. 
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3.5.8 Fluoreszenzmikroskopische Detektion apoptotischer Zellkerne nach MNNG-
Behandlung 
 
3.5.8.1 Kultivierung von Primärhepatozyten 
 
Zur Überprüfung der Apoptoseinzidenz in Rattenhepatozyten in Primärkultur nach MNNG-
Behandlung wurden die Zellen in Sandwichkollagen auf Objektträgern kultiviert. Nach einer 
Kulturdauer von acht Stunden wurden die Hepatozyten für 30 min mit MNNG in einer 
Konzentration von 200 µM behandelt, Kontrollkulturen enthielten DMSO (0,5 %). Die Zellen 
wurden anschließend mit HPBS gewaschen und mit frischem Erhaltungsmedium versehen. 
Nach einer weiteren Kulturdauer von 12 h wurden die Zellen fixiert. 
 
3.5.8.2 Zellfixierung und Färbung 
 
Die mit Hepatozyten bewachsenen Objektträger wurden in den Quadripermschalen 2-3 mal 
mit 0,9 % NaCl gewaschen und ca. 30 min mit einer Glutaraldehydlösung (1 %) bei 
Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurden die Zellen nochmals kurz mit NaCl gewaschen 
und über Nacht luftgetrocknet. Die getrockneten Objektträger wurden in Färbetröge überführt 
und in NaCl gewässert. Danach erfolgte eine 7-10 minütige Färbung mit einer 
DAPI/Sulforhodamin-Lösung. Nach erneutem Waschen in NaCl wurden die Objektträger im 
Dunkeln luftgetrocknet und mit Kaiser‘s Glyceringelatine eingedeckelt. Die Aufbewahrung 
der Präparate fand bei 4°C unter Lichtausschluß statt. 
 
3.5.8.3 Charakterisierung und Quantifizierung apoptotischer Zellkerne 
 
Die Unterscheidung von normalen und apoptotischen Zellkernen erfolgte anhand 
morphologischer Merkmale. Als apoptotische Zellkerne wurden 
 
 • stark kondensierte Kerne, 
 • fragmentierte Kerne (tropfenförmiges Chromatin) 
 
gewertet. 
Die mikroskopische Auswertung der Präparate erfolgte erst nach Kodierung der Objektträger. 
Als quantitatives Maß für die Apoptoseinzidenz galt der Anteil apoptotischer Kerne unter 
1000 ausgezählten Zellkernen. 
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Sämtliche Testansätze wurden als Doppelbestimmung durchgeführt. Pro Objektträger wurden 
jeweils 3 x 1000 Kerne ausgezählt, so daß 6 Auswertungsergebnisse zur 
Mittelwertberechnung herangezogen werden konnten. 
 
3.5.9 Einfluss von PCBs, Phenobarbital und TCDD auf die MNNG-induzierte 
 Caspase-3-Aktivierung 
 
3.5.9.1 Kultivierung von Primärhepatozyten 
 
Die Zellkultur wurde auf kollagenbeschichteten Gewebekulturschalen (94 mm) durchgeführt. 
Nach der Anheftungsphase in serumhaltigem Kulturmedium wurden die Hepatozyten mit 
HPBS gewaschen und serumfrei für 8-10 h weiterkultiviert. Zur Induktion der Caspase-3-
Aktivität wurden die Primärkulturen für 30 min bzw. 2 h mit 200 µM MNNG behandelt. Das 
MNNG-haltige Medium wurde mit HPBS heruntergewaschen und die Zellen nach Zugabe 
von frischem Erhaltungsmedium für weitere 12 h mit Tumorpromotoren in verschiedenen 
Konzentrationen behandelt: 
 
Phenobarbital 10-7 M, 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M, 10-3 M 
PCB 153 10-9 M, 10-8 M, 10-7 M, 10-6 M, 10-5 M 
TCDD  10-12 M, 10-11 M, 10-10 M, 10-9 M, 10-8 M 
PCB 126 10-10 M, 10-9 M, 10-8 M, 10-7 M, 10-6 M. 
 
Kontrollkulturen wurden mit dem Lösungsmittel DMSO (0,5 %) behandelt. Pro 
Behandlungspunkt wurden zwei Gewebekulturschalen inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte 
wie in Kap. 3.5.8.1 beschrieben.  
Das Zellpellet wurde wie in Kap. 3.5.8.2 beschrieben lysiert und die Lysate zur Bestimmung 
der Caspase-3-Aktivität (Kap. 3.5.8.3) eingesetzt. 
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3.5.10 Einfluss von Phenobarbital, PCB 153, TCDD und PCB 126 auf die MNNG-
induzierte Cytochrom c-Freisetzung 
 
3.5.10.1 Kultivierung von Primärhepatozyten 
 
Nach Anheftung auf kollagenbeschichteten Gewebekulturschalen (94 mm) in serumhaltigem 
Kulturmedium wurden die Hepatozyten mit HPBS gewaschen und serumfrei für 20 h 
weiterkultiviert. Die Zellen wurden für 30 min mit MNNG in den Konzentrationen 50 µM, 
100 µM, 150 µM, 200 µM und 250 µM behandelt, anschließend mit HPBS gewaschen und in 
frischem Medium für 4 h, 8 h und 12 h weiterinkubiert. In Experimenten zur Beeinflussung 
der MNNG-induzierten Ausschüttung von Cytochrom c durch Tumorpromotoren wurden die 
Hepatozyten für 30 min mit MNNG behandelt und nach dem herunterwaschen der Substanz 
für weitere 4 h, 8 h und 12 h mit Phenobarbital 10-3 M, PCB 153 10-5 M, TCDD 10-8 M und 
PCB 126 10-7 M inkubiert. Kontrollkulturen enhielten DMSO (0,5 %). Die Ernte der Zellen 
erfolgte wie in Kap. 3.5.8.1 beschrieben. 
 
3.5.10.2 Lyse der Zellen 
 
Die Aufarbeitung der Proben zum Nachweis von Cytochrom c wurde in Anlehnung an ein 
Protokoll von Bossy-Wetzel und Green (2000) durchgeführt. 
Das Zellpellet wurde in 50 µl Mannitol-Saccharose-Puffer resuspendiert und für 30 min auf 
Eis unter gelegentlichem vortexen inkubiert. Danach wurden die Proben mit einer 
Ultraschallsonde für ca. 1 s bei 50 W beschallt. Die Zelltrümmer wurden bei 400 g und 4°C 
für 5 min abzentrifugiert. Den Überstand zentrifugierte man anschließend bei 10000 g und 
4°C für 10 min. Das Pellet wurde in 50 µl Mannitol-Saccharose-NP-40-Puffer resuspendiert 
und als mitochondriale Membranfraktion weiterverwendet. Der Überstand wurde zur 
Aufreinigung einer Ultrazentrifugation unterworfen (100000 g, 15 min, 4°C). Das Pellet 
wurde verworfen und der Überstand als zytosolische Fraktion untersucht. Von beiden 
hergestellten Fraktionen erfolgte unmittelbar nach der Proteinisolierung eine 
Proteinbestimmung nach Lowry. Die Fraktionen wurden in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei –80°C gelagert. 
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3.5.10.3 Nachweis im Western Blot 
 
Zur Auftrennung der Proteine wurde ein 10 %iges Sammelgel und ein 15 %iges Trenngel 
hergestellt. Die Elektrophorese wurde bei max. 100 V für ca. 2-2,5 h durchgeführt. Der 
anschließende Transfer auf die PVDF-Membran dauerte ca. 35-40 min. 
Nach der Blockierung wurde die Membran über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper in 
einer Verdünnung 1:1000 in TBST inkubiert. Die Inkubation mit dem sekundären Antikörper 
anti-mouse IgG-HRP in einer Verdünnung 1:10000 in TBST erfolgte bei RT für 1 h. Die 
Detektion des 15 kDa großen Proteins erfolgte wie in 3.5.4.3 beschrieben. 
 
3.5.11 Statistische Auswertung 
 
Zur statistischen Auswertung wurde von allen Daten der Mittelwert und die 
Standardabweichung bestimmt. Die Überprüfung der Ergebnisse auf Signifikanz erfolgte mit 
Hilfe des Softwareprogramms ‚InStat 3’. Ergebnisse zur Hemmung der Apoptose wurden mit 
Friedman Test und Dunn’s post test auf Signifikanz überprüft, für alle anderen Ergebnisse 
wurde One-way ANOVA und Dunnett’s post test zur Überprüfung der Signifikanz 
herangezogen. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten der gefundenen Signifikanzen sind in den 
Abbildungen angegeben. 
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3.6 Initiations-Promotions-Studie mit PCB 28 und PCB 101 
 
3.6.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung 
 
Weibliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 75-100 g wurden von Charles River 
Deutschland GmbH bezogen. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte im Tierhaus der 
Univerität Kaiserslautern in Makrolonkäfigen unter künstlichen Tag-Nacht-
Lichtverhältnissen. Den Tieren wurde freier Zugang zu Trinkwasser und pelliertem 
Standardfutter (Altromin, Lage) gewährt. 
Nach einer Eingewöhnungsphase von einer Woche wurden die Tiere nach dem Zufallsprinzip  
in Behandlungsgruppen mit je 12 Tieren eingeteilt (zwei Tiere pro Käfig). Futteraufnahme, 
Gewicht sowie das Allgemeinbefinden der Tiere wurde während der gesamten Versuchsdauer 
in regelmäßigen Abständen kontrolliert und protokolliert. 
 
3.6.2 Behandlung der Tiere 
 
Bei Versuchsbeginn zeigten die Ratten ein Gewicht von 126-168 g. Die Aufteilung der Ratten 
in Behandlungsgruppen zeigt Tab. 3.12. 
 
Tabelle 3.12: 
Behandlung der Versuchsgruppen im Initiations-Promotionsexperiment 
 
Versuchsgruppe Behandlung 
1 Wasser / Maiskeimöl 
2 DEN [10 mg/kg KG] / Maiskeimöl 
3 DEN [10 mg/kg KG] / PCB  28  [150 µmol/kg KG] 
4 DEN [10 mg/kg KG] / PCB  28   [50 µmol/kg KG] 
5 DEN [10 mg/kg KG] / PCB 101 [150 µmol/kg KG] 
6 DEN [10 mg/kg KG] / PCB 101  [50 µmol/kg KG] 
7 Wasser / PCB  28  [150 µmol/kg KG] 
8 Wasser / PCB 101 [150 µmol/kg KG] 
 
 
Zur Initiation präneoplastischer Läsionen wurde den Ratten über einen Zeitraum von 10 
Tagen eine tägliche Dosis von 10 mg/kg Körpergewicht (KG) Diethylnitrosamin (DEN) über 
eine Schlundsonde verabreicht. Die Ratten der Kontrollgruppen erhielten das gleiche 
Volumen Wasser über eine Schlundsonde (Abb. 3.8). Vor jeder Behandlung wurde das 
Gewicht der Tiere kontrolliert. Die Bildung von Foci erfolgte während einer achtwöchigen 
Erholungsphase mit wöchentlicher Gewichts- und Futterkontrolle. 
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INITIATIONSPHASE PROMOTIONSPHASE
10 Tage 8 Wochen 8 Wochen 8 Wochen
Wasser / DEN
Wasser / DEN Maiskeimöl / PCBs
BrdU
Tötung
BrdU
Tötung
 
 
     Abb. 3.8:  Behandlungsschema des Inititations-Promotionsexperiments 
 
 
Während der Promotionsphase von 8 bzw. 16 Wochen wurden die Tiere wöchentlich mit 
Maiskeimöl (Kontrolle) oder PCB (in Maiskeimöl gelöst) in Niedrigdosis (50 µmol/kg KG) 
oder Hochdosis (150 µmol/kg KG)  behandelt (Abb. 3.8). Die Behandlung erfolgte zunächst 
über eine Schlundsonde und wurde nach zwei Wochen auf i.p. Injektion umgestellt. 
Um kalorische Imbalanzen durch das Maiskeimöl zu verhindern, wurde den Tieren ein Tag 
vor Behandlung das Futter entzogen. Auch hier erfolgte vor jeder Behandlung eine Gewichts- 
und Futterkontrolle. 
Zur Erfassung der DNA-Synthese im präneoplastischen Gewebe wurde den Tieren ca. 24 h, 
20 h und 16 h vor Tötung Bromdeoxyuridin (BrdU) in einer Dosis von 30 mg/kg KG durch 
i.p. Injektion verabreicht. 
Nach einer Behandlungsdauer von 8 und 16 Wochen, wurden jeweils die Hälfte der Tiere 
einer Versuchsgruppe durch Dekapitation getötet und die Lebern entnommen. Das 
Körpergewicht der Tiere und das Lebergewicht wurde protokolliert. 
 
3.6.3 Fixierung des Lebergewebes 
 
Für die histologische Aufarbeitung wurden mehrere Gewebestücke sofort nach Entnahme auf 
Trockeneisblöcken tiefgefroren und anschließend bei –80°C gelagert. Ein weiterer Teil der 
Leber wurde für die Anfertigung von histologischen Schnitten in Carnoy-Lösung fixiert. Die 
Lösung wurde am zweiten und dritten Tag durch Isopropanol ersetzt und die Gewebestücke 
konnten darin bei Raumtemperatur gelagert werden. 
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Das restliche Lebergewebe wurde zerkleinert und portioniert in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und für die PCB-Analytik und Enzymaktivitätsbestimmungen bei –80°C 
gelagert. 
 
3.6.4 Bestimmung des PCB-Gehaltes in der Leber 
 
Die Experimente zur Bestimmung der PCB-Gehalte in der Leber wurden in Zusammenarbeit 
mit der ERGO Forschungsgesellschaft mbH in Hamburg durchgeführt. 
Zur Herstellung eines Leberhomogenats wurde 1 g Lebergewebe mit 10 g feinem Na2SO4 in 
einem Vorratsgefäß mit einem Teflonpistill zerrieben, bis ein homogenes Pulver entstand mit 
möglichst wenig Fasern. 
Die Extraktion erfolgte in einer mit GC-Watte abgedichteten Pasteurpipette. Hierzu wurde 1 g 
des hergestellten Leberhomogenats direkt in die Pipette eingewogen und 10 mal mit jeweils   
1 ml Lösungsmittelgemisch (Dichlormethan/Cyclohexan in gleichen Teilen) in ein Probenglas 
eluiert. Das Endvolumen der Probe wurde nach der Elution auf genau 10 ml gebracht. Zur 
Bestimmung des PCB-Gehaltes wurden 500 µl entnommen und mit 5µl internem PCB-
Standard (PCB 28/101 C13, 1 µg/ml) dotiert. Das Probenvolumen wurde auf ca. 50 µl 
eingeengt und das Gefäß sofort mit einer Bördelkappe verschlossen. 
Die Analytik erfolgte mittels niedrigauflösender Gaschromatographie und 
Massenspektrometrie (GC/MS), für die Trennung wurde eine Quarzkapillare, belegt mit 
Methylsilikon, verwendet. Zur Quantifizierung wurden interne und externe Standards 
herangezogen. 
Eine Doppelbestimmung erfolgte in den unterschiedlichen Versuchsgruppen nur jeweils für 
eine zufällig ausgewählte Probe. Die Probenaufarbeitung wurde in Vorversuchen mit 
Mehrfachbestimmung getestet. 
Parallel zu den Leberproben des Tierversuchs wurden mehrere Blanks (Na2SO4-Eluat) 
bestimmt, sowie Pools aus Hühnerleber und PCB 101-belasteten Proben zur 
Qualitätssicherung. Um eine vollständige Extraktion der PCB zu gewährleisten, wurden 
einige Proben vor der Elution zusätzlich mit 10 µl nativem PCB (PCB 28/101, 10 µg/ml) 
dotiert und nach anschließender Aufarbeitung analysiert. 
Zur Bestimmung des Fettgehaltes der Leber wurden 5 g des hergestellten Leberhomogenats in 
eine große, mit GC-Watte abgedichtete, Glassäule eingewogen und mit 1 x 10 ml sowie 
anschließend mit 3 x 5 ml Lösungsmittelgemisch in ein vorgewogenes Probenglas eluiert. 
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Das Lösungsmittel wurde mit Stickstoff eingedampft, die Probengläser im Exsikkator 
vollständig getrocknet und die Fettmenge im Glas gewogen. 
Parallel dazu wurden mehrere Blanks (Na2SO4) bestimmt und in einem eluierten 
Hühnerleberhomogenat zur Qualitätssicherung der Fettgehalt auf gleiche Weise bestimmt. 
 
3.6.5 Herstellung von Gewebeschnitten und immunhistochemische Untersuchung 
 
Die Herstellung von histologischen Schnitten und die im Folgenden genannten Färbungen 
erfolgten im Institut für Toxikologie der Univerität Tübingen, Arbeitsgruppe Prof. M. 
Schwarz. 
 
3.6.5.1 ATPase-Färbung 
 
Die getrockneten Gefrierschnitte der Rattenlebern wurden für 5 s in Glutaraldehyd (0,5 %) 
vorfixiert und nach Wässerung mit Substratinkubationslösung für 60 min bei 37°C inkubiert. 
Nach Fällung mit Ammoniumsulfid (7,5 %) bis zur deutlichen Braunfärbung des Schnittes 
wurde erneut 5 min mit Glutaraldehyd/Eisessig fixiert. Die Gegenfärbung erfolgte für 30 s mit 
Mayer’s Hämalaun. Durch Bläuen in fließendem Wasser wurde die Farbe stabilisiert. Nach 
Entwässerung wurden die Präparate mit Entellan eingedeckt. 
 
3.6.5.2 GSTP/BrdU-Doppelfärbung 
 
Getrocknete Gefrierschnitte wurden für 5 min in Paraformaldehyd (4 % in PBS) vorfixiert. 
Die Paraffinschnitte (entparaffiniert) und Gefrierschnitte für 15 min mit Methanol/H2O2 und 
anschließend für 15 min 4 M HCl bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischendurch erfolgten 
Waschschritte mit PBS. Anschließend wurden die Schnitte über Nacht bei 4°C mit anti-BrdU 
Antikörper (1:20 bzw. 1:50 in PBS) inkubiert. Nach kurzem Waschen wurde mit dem an 
Meerrettichperoxidase gekoppelten Sekundärantikörper anti-mouse-IgG (1:20 in PBS) für    
20 min inkubiert. Danach erfolgte nach waschen in PBS durch Zugabe des Substrates 
Diaminobenzidin (DAB) für 30 min die Braunfärbung der BrdU-positiven Zellkerne. Es 
erfolgten jeweils 5-minütige Behandlungen mit Ethanol (50 %) und Schweinenormalserum 
(1:30 in PBS). Zum Nachweis der GSTP wurden die Paraffinschnitte mit anti-GSTP 
Antikörper 1:200 (in PBS/Schweineserum) und die Gefrierschnitte 1:500 (in 
PBS/Schweineserum) über Nacht bei 4°C inkubiert. 
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Nach Waschen in PBS und Behandlung mit Ethanol (50 %) bzw. PBS/MgCl2 wurde erneut 
kurz mit Schweinenormalserum inkubiert (1:30 in PBS/MgCl2). Der an β-Galaktosidase 
gekoppelte Sekundärantikörper anti-rabbit (1:20 bzw. 1:40 in PBS/Schweineserum/MgCl2) 
wurde für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Das Eindecken der Präparate nach mehreren 
Waschschritten erfolgte mit Kaisers Glyceringelatine. 
 
3.6.6 Quantifizierung präneoplastischer Läsionen und Bestimmung der DNA-
Synthese 
 
Die angefärbten Schnitte wurden mikroskopisch begutachtet und auf eine Fläche projiziert. 
Der Außenrand der Läsionen wurde manuell mit einem Cursor abgefahren und die Inselfläche 
mit Hilfe des Computers berechnet. Das ATPase-negative bzw. GSTP-positive 
Focusvolumen,  bezogen auf das Lebervolumen, wurde berechnet. Weiterhin wurde die 
Anzahl der ATPase-negativen und GSTP-positiven Foci pro cm3 Lebergewebe mit Hilfe der 
stereologischen Berechnungsmethoden nach Fullman (1953) und Saltykov (1967) 
quantifiziert. 
Die Gesamtzahl an BrdU-positiven Zellkernen in GSTP-positiven Läsionen wurde ermittelt 
und mit Hilfe der Inselfläche in die Kernzahl pro mm2 umgerechnet. 
 
3.6.7 Fluorimetrische Bestimmung der EROD- und PROD-Aktivität 
 
Zum Nachweis der CYP1A-Induktion wurde die durch dieses Isoenzym katalysierte              
7-Ethoxyresorufin-O- deethylase (EROD)- Aktivität herangezogen. Die Reaktion beruht auf 
der oxidativen Dealkylierung von 7-Ethoxyresorufin (ER) zu Resorufin. Die Induktion von 
CYP2B1/2 wurde mit Hilfe der 7-Pentoxyresorufin-O-depentylase (PROD)- Aktivität 
bestimmt (Burke et al., 1985). 
 
O
N
O
H5C2O
O
N
OOHO2
CH3CHO
CYP1A-katalysiert
/ NADPH
CYP2B-katalysiert
R
R1 = R2 = H11C5O CH3(CH2)3CHO+ /  
Abb. 3.9:  Oxidative Dealkylierung von 7-ER bzw. 7-PR zu Resorufin 
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Die Herstellung eines Leberhomogenats erfolgte modifiziert nach Melancon (1996). Hierzu 
wurden ca. 0,5 g der Leber aus den Versuchstieren mit 2 ml Mikrosomenpuffer maschinell bei 
1200 rpm auf Eis homogenisiert. Daran schloß sich ein Zentrifugationsschritt bei 11000 g für 
20 min an und der daraus resultierende Überstand wurde portioniert, schockgefroren und bei  
-80°C gelagert. 
Für Vorversuche zur Aktivitätsbestimmung der Enzyme wurde aus der Leber einer 
unbehandelten männlichen Wistar-Ratte nach gleicher Vorschrift ein Homogenat hergestellt 
und eine Proteinbestimmung nach Lowry durchgeführt. 
Die Bestimmung der spezifischen EROD- bzw. PROD-Aktivität erfolgte modifiziert nach 
Kennedy und Jones (1994) auf einer 96-Well-Platte anhand einer Resorufin (Res)-
Eichgeraden. Parallel zur Messung der Resorufingehalte der Proben wurde eine Fluorescamin 
(FC)-Messung durchgeführt und mit Hilfe einer BSA-Eichgeraden der Proteingehalt der 
Probe bestimmt. Die Homogenate der Leberproben wurden in einer Verdünnung von 1:100 in 
Dreifachbestimmung eingesetzt. 
 
Tabelle 3.13: 
Pipettierschema zur Bestimmung der EROD- bzw. PROD-Aktivität 
Probe NaPi-Puffer [µl] 
ER bzw.PR
[µl] 
NADPH 
[µl] 
BSA 
[µl] 
Res 
[µl] 
FC 
[µl] 
Blank 85 30 - - - 90 
Standard 1 70 30 15 - - 90 
Standard 2 
20 µg Protein/Well 
7 pmol Res/Well 
63,5 30 15 5,9 0,6 90 
Standard 3 
40 µg Protein/Well 
28 pmol Res/Well 
56 30 15 11,7 2,3 90 
Standard 4 
60 µg Protein/Well 
84 pmol/Well 
45,4 30 15 17,6 7,0 90 
Standard 5 
80 µg Protein/Well 
133 pmol/Well 
35,5 30 15 23,4 11,1 90 
Standard 6 
100 µg Protein/Well 
175 pmol/Well 
26,1 30 15 29,3 14,6 90 
Leberhomogenate 70 30 15 - - 90 
 
 
 
Anhand des in Tab. 3.13 gezeigten Pipettierschemas wurde die 96-Well-Platte zunächst ohne 
NADPH und Fluorescamin-Lsg. befüllt und im Fluorimeter für 15 min bei 37°C vorinkubiert. 
Der Reaktionsstart mit NADPH erfolgte im Gerät über Zugabe der Lösung durch einen 
Dispenser. Die Inkubationszeit bei 37°C betrug 8 min. Danach wurde ebenfalls über einen 
Dispenser die Fluorescamin-Stopplösung zugegeben. 
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Die Messung der Resorufin-Fluoreszenz erfolgte bei einer Exzitationswellenlänge (Ex) von 
544 nm und einer Emissionswellenlänge (Em) von 590 nm, die Werte für Fluorescamin 
wurden bei den Wellenlängen 390 nm (Ex) und 460 nm (Em) ermittelt. 
Aus den Blanks wurde der Mittelwert der Resorufin-Fluoreszenz gebildet und von den 
Fluoreszenzwerten der gemessenen Leberproben abgezogen. Die Blanks erfassen die CYP-
unabhängigen Zerfälle von 7-ER bzw. 7-PR. 
Die spezifische EROD- oder PROD-Aktivität konnte folgendermaßen berechnet werden: 
 
 
spezifische Aktivität
[pmol Resorufin/min x mg Protein] =
pmol Resorufin pro Well
8 min x mg Protein pro Well  
 
 
3.6.8 Statistische Auswertung 
 
Zur statistischen Auswertung wurde von allen Daten der Mittelwert und die 
Standardabweichung bestimmt. Die Überprüfung der Ergebnisse auf Signifikanz erfolgte mit 
Hilfe des Softwareprogramms ‚InStat 3’. PCB-Gehalte wurden mit Student’s t-test (Welch 
corrected) auf signifikante Unterschiede überprüft, für alle anderen Ergebnisse wurde One-
way ANOVA und Dunnett’s post test zur Überprüfung der Signifikanz herangezogen. Die 
Irrtumswahrscheinlichkeiten der gefundenen Signifikanzen sind in den Abbildungen 
angegeben. 
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4  Ergebnisse 
 
 
 
4.1 Untersuchungen zur Wirkung von ‚nicht-dioxinartigen’ PCBs in 
 primären Hepatozyten der Ratte 
 
4.1.1 Einfluss von PCB 153 auf die Calcium-Homöostase in primären Hepatozyten 
 
Einige ortho-substituierte PCBs zeigen, im Gegensatz zu PCBs mit annähernd coplanarer 
Struktur, in neuronalen Zellen einen Einfluss auf die zelluläre Calcium-Homöostase 
(Kodavanti und Tilson, 1997). Der im ER lokalisierte Ryanodinrezeptor ist ein 
ligandengesteuerter Ca2+-Kanal, der in Gegenwart von ortho-substituierten PCBs aktiviert 
wird und durch Entleerung von Ca2+-Speichern zu einem intrazellulären Anstieg an Ca2+ führt 
(Wong und Pessah, 1996; Wong et al., 1997). In der Leber konnte der Ryanodinrezeptor 
bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Um die Möglichkeit einer gestörten Ca2+-
Homöostase in Hepatozyten zu überprüfen, sollte zusätzlich zu intrazellulären 
mikrofluorimetrischen Ca2+-Messungen in primären Hepatozyten ein direkter Einfluss von 
PCBs auf zelluläre Membranen untersucht werden. 
 
4.1.1.1 Wirkung auf isolierte Membranfraktionen der Rattenleber 
 
Das non-ortho-substituierte PCB 126, welches annähernd coplanare Struktur annehmen kann, 
sollte in seiner Wirkung mit dem di-ortho-substituierten PCB 153, dessen Phenylringe 
gegeneinander verdreht sind, auf eine eventuelle direkte Störung der Membran von 
Leberzellen verglichen werden. 
Zur Durchführung des Experimentes wurden Rattenlebermikrosomen isoliert und 
spinmarkierte Fettsäuren in die Membran eingebaut. Nach Zugabe der verschiedenen PCBs 
wurde das Signal mit Hilfe der Elektronen Spin Resonanz (ESR) überprüft. 
 
Der Einbau zweier verschiedener spinmarkierter Fettsäuren, 5-Doxyl-Stearinsäure und 16-
Doxyl-Stearinsäure, verlief erfolgreich. 
Um gezielt einen ‚positiven’ Effekt auf die Membranen hervorzurufen wurde das 
Lösungsmittel DMSO in steigenden Konzentrationen zu den mit 16-Doxyl-Stearinsäure 
markierten Mikrosomen hinzugegeben. 
4  Ergebnisse 
69 
 
Ein deutlicher Effekt war bei einer Konzentration von 10 % DMSO in der Probe bereits 
erkennbar. In Abb. 4.1 ist der positive Effekt bei einer DMSO-Konzentration von 20 % 
gezeigt (Pfeil). 
 
                     
 
Abb. 4.2 zeigt die Spektren der mit 5-Doxyl-Stearinsäure markierten und mit PCB 126 10-7 M 
(C), PCB 153 10-7 M (D) sowie dem Lösungsmittel DMSO (B) inkubierten Mikrosomen.   
Beim Vergleich des Spektrums von unbehandelten (A) mit DMSO-behandelten Mikrosomen 
(B) zeigt sich ein Effekt, der auf die freie Beweglichkeit der Spinsonde im Lösungsmittel 
DMSO zurückgeführt werden kann. In späteren Messungen stellte sich heraus, dass nur ca.  
10 % der eingesetzten Sonde in der Radikalform vorlagen und somit anhand der hier 
dargestellten Spektren keine Aussage über eine Beeinflussung der Membranen durch PCBs 
(C, D) getroffen werden kann. 
 
     
 
Abb. 4.2:  ESR-Spektren von 5-Doxyl-Stearinsäure markierten Membranfraktionen. (A) zeigt die 
markierte Membranfraktion, in (B) ist die Behandlung mit DMSO (0,5 %) dargestellt, bei der sich ein kleiner 
Lösungsmitteleffekt zeigt (Pfeil). 
 
A B
Abb. 4.1: ESR-Spektrum 
einer mit 16-Doxyl-
Stearinsäure markierten 
Membranfraktion. Die 
Fraktion wurde mit 
DMSO 20 % behandelt, 
um einen positiven Effekt 
(Pfeil) zu erzielen.  
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Abb. 4.2:  ESR-Spektren von 5-Doxyl-Stearinsäure markierten Membranfraktionen (Fortsetzung). Die 
Zugabe von PCB 126 (10-7 M) (C) und PCB 153 (10-7 M) (D) zu den Mikrosomen lässt keine Veränderung 
erkennen. 
 
 
Mit 16-Doxyl-Stearinsäure markierte Membranlipide (Abb. 4.3) zeigen aufgrund der Position 
des Nitroxidradikals generell eine sehr hohe Beweglichkeit. Aufgrund einer zu hoch 
gewählten Konzentration der Spinsonde und der daraus resultierenden wechselseitigen Spin-
Umklappung der Sonden (Heisenberg-Spin-Austausch) zeigte sich im Spektrum eine 
Linienverbreiterung. Mögliche Wechselwirkungen der PCBs mit Membranlipiden können 
unter diesen Versuchsbedingungen nur schwer erkannt werden. 
 
   
 
Abb. 4.3:  ESR-Spektrum von 16-Doxyl-Stearinsäure markierten Membranfraktionen. Das Spektrum der 
markierten Mikrosomen ist in (A) dargestellt, (B) zeigt mit DMSO (0,5 %) behandelte Fraktionen. Der 
Lösungsmitteleffekt ist mit einem Pfeil markiert. 
 
 
 
C D
A B
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Abb. 4.3:  ESR-Spektrum von 16-Doxyl-Stearinsäure markierten Membranfraktionen (Fortsetzung). Die 
Behandlung mit PCB 126 (10-7 M) (C) und PCB 153 (10-7 M) (D) zeigt keine spektralen Veränderungen 
gegenüber der Lösungsmittelkontrolle. 
 
 
4.1.1.2 Mikrofluorimetrische Calcium-Messung in primären Hepatozyten 
 
Ein möglicher Einfluss von ortho-substituierten PCBs auf die Ca2+-Homöostase in 
Hepatozyten sollte durch mikrofluorimetrische Ca2+-Messungen untersucht werden. Hierzu 
wurden Hepatozyten auf kollagenierten Deckgläschen und auf Deckgläschen mit 
Kollagengelen kultiviert und mit dem Ca2+-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2, in Form 
eines Acetoxymethylesters, beladen. In einer Messkammer wurden die Zellen mit PCB 153 in 
den Konzentrationen 10-10 M, 10-9 M, 10-8 M, 10-7 M, 10-6 M, 10-5 M, PCB 126 10-7 M und 
Phenobarbital 1 mM und 2 mM für 30 min inkubiert und die Fluoreszenzintensitäten bei den 
Anregungswellenlängen 340 nm und 380 nm verfolgt. Zu Beginn jeder Messung wurde eine 
Positivkontrolle in Form einer kurzzeitigen Behandlung der Zellen mit ATP 50 µM 
mitgeführt. 
 
Die Abb. 4.4 und 4.5 zeigen die Veränderung des intrazellulären Calciumspiegels von 
Hepatozyten auf normalen kollagenbeschichteten Deckgläschen und auf einer 
Kollagengelschicht nach Zugabe von ATP, das extrazellulär membrangebundene purinerge 
Rezeptoren besetzt und über diese zur Entleerung intrazellulärer Ca2+-Speicher führt. 
C D
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Abb. 4.4: Veränderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration nach 
Applikation von ATP. Die Zellkultur erfolgte auf kollagenierten Deckgläschen. 
ATP (50 µM) wurde ca. 3 min und 14 min nach Beginn der Messung zugegeben.  
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Abb. 4.5: Veränderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration nach 
Applikation von ATP. Die Zellkultur erfolgte auf Deckgläschen mit einer 
einfachen Kollagengelschicht. ATP (50 µM) wurde ca. 2,5 min nach Beginn der 
Messung zugegeben. 
 
Nicht alle Zellen reagierten auf ATP mit der Ausschüttung von Ca2+ aus den intrazellulären 
Speichern. Wenn eine Reaktion stattfand, trat diese sehr schnell auf und führte auch zu einer 
raschen Wiederaufnahme von Ca2+ in die Speicherorganellen. 
Die Behandlung  der Zellen mit Cyclopiazonsäure (CPA), einem spezifischen Ca2+-ATPase-
Inhibitor, führte in allen untersuchten Zellen zu einer langsamen reversiblen Entleerung der 
Ca2+-Speicher (Abb. 4.6). 
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Abb. 4.6: Veränderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration nach 
Applikation von ATP und Cyclopiazonsäure. Die Zellen wurden auf 
kollagenierten Deckgläschen kultiviert. ATP (50 µM) wurde ca. 4 min nach Beginn 
der Messung zugegeben und zeigte in drei Zellen eine Reaktion. Durch Zugabe von 
CPA nach ca. 18 min reagierten alle Zellen mit einem intrazellulären Ca2+-Anstieg. 
 
 
PCB 153 zeigte in keiner der verwendeten Konzentrationen einen Effekt auf den 
intrazellulären Ca2+-Spiegel (Abb. 4.7). Die Hepatozyten zeigten in dem dargestellten  
Experiment eine sehr gute Reaktion auf die Positivkontrolle ATP. 
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Abb. 4.7:  Veränderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration nach Applikation von 
PCB 153. Die Zellkultur erfolgte auf kollagenierten Deckgläschen. Der Zeitpunkt der 
Zugabe von ATP (50 µM) als Positivkontrolle bzw. DMSO (0,5 %) (A) ist mit einem Pfeil 
markiert.  
 
A
4  Ergebnisse 
74 
0 500 1000 1500 2000 2500
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
2,0
2,2
2,4 PCB 153 10-10 M
ATP 50 µM
R
at
io
 (F
34
0/F
38
0)
Zeit [s]
 Zelle 1
 Zelle 2
 Zelle 3
 Zelle 4
 Zelle 5
 Zelle 6
 Zelle 7
 Zelle 8
 
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
2,0
2,2
2,4
2,6
PCB 153 10-9 M
ATP 50 µM
R
at
io
 (F
34
0/F
38
0)
Zeit [s]
 Zelle 1
 Zelle 2
 Zelle 3
 Zelle 4
 Zelle 5
 Zelle 6
 
0 500 1000 1500 2000 2500
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8 PCB 153 10-8 M
ATP 50 µM
R
at
io
 (F
34
0/F
38
0)
Zeit [s]
 Zelle 1
 Zelle 2
 Zelle 3
 Zelle 4
 Zelle 5
 Zelle 6
 Zelle 7
 
B
C
D
Abb. 4.7:  Veränderung der 
intrazellulären Ca2+-Konzentration 
nach Applikation von PCB 153 
(Fortsetzung). Die Zellkultur 
erfolgte auf kollagenierten 
Deckgläschen. Der Zeitpunkt der 
Zugabe von ATP (50 µM) als 
Positivkontrolle und PCB 153 10-10 M 
(B), 10-9 M (C) und 10-8 (D) ist mit 
einem Pfeil markiert.  
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Abb. 4.7: Veränderung der 
intrazellulären Ca2+-Konzentration 
nach Applikation von PCB 153 
(Fortsetzung). Die Zellkultur erfolgte auf 
kollagenierten Deckgläschen. Der 
Zeitpunkt der Zugabe von ATP (50 µM) 
als Positivkontrolle und PCB 153 ist mit 
einem Pfeil markiert. (E) zeigt den 
intrazellulären Ca2+-Spiegel nach 
Behandlung mit PCB 153 10-7 M, in (F) 
ist die Zugabe von 10-6 M PCB 153 
dargestellt und (G) zeigt die Reaktion auf 
PCB 153 10-5 M. 
E
F
G
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In einem weiteren Experiment mit Hepatozyten auf Kollagengelen zeigten sich auch bei einer  
Umkehrung des Versuchsaufbaus, Inkubation mit PCB 153 10-5 M für 30 min und 
anschließender Positivkontrolle mit ATP, keinerlei Veränderungen in der intrazellulären Ca2+-
Konzentration (Abb. 4.8). Eine Beeinflussung der Ca2+-Ausschüttung durch ATP ist ebenfalls 
nicht feststellbar. 
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Abb. 4.8: Veränderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration nach 
Applikation von PCB 153. Die Zellkultur erfolgte auf Deckgläschen mit einer 
einfachen Kollagengelschicht. (A) Die Zugabe von PCB 153 (10-5 M) erfolgte  
ca. 2 min nach Beginn der Messung, ATP (50 µM) ca. 35 min später. (B) zeigt 
die Umkehrung des Versuchsaufbaus. 
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In einem einmaligen Versuch mit PCB 126 sowie mehreren Versuchen mit Phenobarbital 
konnte ebenfalls keine Veränderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration erzielt werden 
(Daten nicht gezeigt). 
Die Ca2+-Messungen gestalteten sich zum Teil als sehr schwierig, da Hepatozyten 
unterschiedlicher Zellpräparationen große Unterschiede in der Reaktion auf die Applikation 
von ATP zeigten. 
 
4.1.2 Untersuchungen zur Phosphorylierung von Bad an Serin 136 durch PCB 153 
 
Das proapoptotische Bad kann an Serin 136 (Ser 136) über den PI3K/PKB-Signalweg 
phosphoryliert werden und ermöglicht somit ein Überleben der Zellen (Yang et al., 1995). 
Verschiedene Tumorpromotoren, deren tumorpromovierende Wirkung auf eine Hemmung der 
Apoptose zurückgeführt wird, wurden auf eine mögliche Phosphorylierung von Bad an Ser 
136 mit der Western Blot Analyse nach einer Immunpräzipitation der Proteine untersucht. 
Die Werte der Menge an Gesamtprotein (Bad) und phosphoryliertem Protein (BadP) in 
Abbildungen und Tabellen beziehen sich auf die als 100 % gesetzte Kontrolle 
(Lösungsmittel). 
 
Hepatozyten wurden für 6 h und 12 h in normalem insulinhaltigem Kulturmedium NIH mit 
den Tumorpromotoren Phenobarbital, TCDD, PCB 153 und PCB 126 in einer ausgewählten 
Konzentration inkubiert. 
Abb 4.9 zeigt die Bandenintensität von phosphoryliertem Bad sowie an Gesamtprotein Bad. 
Keiner der Tumorpromotoren zeigte nach einer Inkubationszeit von 6 h und 12 h einen 
Einfluß auf die Phosphorylierung von Bad. 
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Abb. 4.9:  Einfluss von Tumorpromotoren auf die Phosphorylierung von Bad 
an Ser 136. Hepatozyten wurden für 6 h und 12 h mit DMSO, Phenobarbital (10-3 
M), TCDD (10-9 M), PCB 153 (10-6 M ) und PCB 126 (10-6 M) inkubiert. Die 
dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus zwei unabhängigen 
Experimenten berechnet. 
 
In den folgenden Versuchen wurde der PI3K/PKB-Signalweg gezielt durch Zugabe von 
Insulin und EGF aktiviert. Die Versuche fanden in Erhaltungsmedium mit unterschiedlicher 
Zusammensetzung statt. 
 
Tabelle 4.1 fasst die Bandenintensitäten von phosphoryliertem Bad und Gesamtprotein an 
Bad der einzelnen Versuche zusammen. 
Hepatozyten, die in normalem insulinhaltigen Erhaltungsmedium NIHB kultiviert wurden, 
zeigten eine verstärkte Phosphorylierung von Bad nach Zugabe von Insulin 10 nM und 50 nM 
nach 24 h. Bei gleichzeitiger Gabe von EGF 10 ng/ml und den beiden Insulinkonzentrationen 
zeigte sich ebenfalls eine deutliche Phosphorylierung von Bad nach 24 h, die allerdings 
geringer ausfiel als die alleinige Insulingabe. 
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Tabelle 4.1: 
Phosphorylierung von Bad an Ser 136 durch Insulin und EGF 
Die angegebenen Bandenintensitäten an Gesamtprotein Bad und phosphoryliertem 
Bad (BadP) beziehen sich auf die als 100 % gesetzte Kontrolle. 
 
 
Der Effekt der Phosphorylierung wurde aufgehoben durch gleichzeitige Zugabe von Insulin 
50 nM und EGF 50 ng/ml. Nach 12 h Kulturdauer zeigte sich eine leicht erhöhte 
Phosphorylierung von Bad durch Insulin 50 nM. Der Gesamtproteinlevel zeigte nach 24 h 
eine deutliche Abnahme bei Hepatozyten mit einer Behandlung von Insulin 50 nM/EGF 10 
ng/ml und Insulin 50 nM/EGF 50 ng/ml. 
In einem Experiment mit modifiziertem Williams Medium E Kulturmedium ohne Insulin und 
der Puffersubstanz Hepes konnte nach 24 h eine starke Phosphorylierung von Bad an Ser 136 
sowie einem Anstieg an Gesamtprotein nach Behandlung mit Insulin und EGF nachgewiesen 
werden. Eine Inkubation mit EGF 10 ng/ml zeigte einen geringen Bad-Proteinlevel und eine 
geringere Phosphorylierung als die anderen Inkubationsbedingungen. Wurden Insulin und 
EGF gleichzeitig in hohen Konzentrationen gegeben, so hatte dies einen verringerten 
Gesamtproteinlevel sowie eine vergleichbar geringe Phosphorylierung zur Folge. 
Zeit Behandlung Versuch 1 NIHB 
+Insulin 
Versuch 2 
 
Williams 
Medium E 
-Insulin 
-Hepes 
 
Versuch 3 
Williams 
Medium E 
-Insulin 
+Hepes 
  Bad 
[%] 
BadP 
[%] 
Bad 
[%] 
BadP 
[%] 
Bad 
[%] 
BadP 
[%] 
12 h Kontrolle 100  100 - - 100 100 
 Insulin 10 nM 101,5 109,4 - - 86,8 100 
 Insulin 50 nM 97 112,4 - - 85,5 90,6 
 EGF 10 ng/ml - - - - 57,7 96,7 
 EGF 50 ng/ml - - - - 59,6 90,4 
 Insulin 10 nM + 
EGF 10 ng/ml 106,2 103,3 - - 57 88,2 
 Insulin 50 nM + 
EGF 10 ng/ml 103,1 105,7 - - 64,9 93,1 
 Insulin 50 nM + 
EGF 50 ng/ml 96,4 103,7 - - 90,4 97,5 
24 h Kontrolle 100 100 100 100 100 100 
 Insulin 10 nM 99,2 163,4 139,5 274,8 95,6 99,4 
 Insulin 50 nM 92,6 193,8 137,1 239,7 71,6 90,9 
 EGF 10 ng/ml - - 54,9 167,7 89,1 103,3 
 EGF 50 ng/ml - - 137,8 292,7 73,5 95,4 
 Insulin 10 nM + 
EGF 10 ng/ml 115,2 130 148 271,2 128,5 96,6 
 Insulin 50 nM + 
EGF 10 ng/ml 82,5 131,9 108,4 244,6 152 97,9 
 Insulin 50 nM + 
EGF 50 ng/ml 71,9 86,4 37,5 29,2 155,2 116,5 
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Versuch 3 zeigt die Bandenintensitäten von Gesamtprotein Bad und phosphoryliertem Bad in 
Hepatozyten, die ebenfalls in modifiziertem Williams Medium E ohne Insulin kultiviert 
wurden, jedoch mit Zugabe von Hepes. 
Nach einer Inkubationszeit von 12 h ist ein zum Teil beträchtlicher Rückgang des 
Gesamtproteinlevels erkennbar. Auch nach 24 h ist der Gesamtproteinlevel bei Insulin- und 
EGF-behandelten Zellen erniedrigt, der Proteinlevel steigt jedoch an bei gleichzeitiger Gabe 
von Insulin und EGF. Bei der Phosphorylierung von Bad zeigt sich lediglich bei einer 
gleichzeitigen Inkubation von Insulin und EGF in hohen Konzentrationen nach 24 h ein 
kleiner Effekt. 
 
Das PCB-Kongener 153 wurde in einer Konzentrationsreihe auf eine mögliche Beeinflussung 
der Phosphorylierung von Bad an Ser 136 untersucht. Die Versuche wurden in modifiziertem 
insulinfreiem Williams Medium E mit Hepes und Hepes-frei durchgeführt. 
Tab. 4.2 zeigt die Bandenintensitäten der Western Blot Analyse nach 12 h und 24 h 
Kulturdauer. Parallel zu PCB 153 wurden auch Hepatozyten mit Insulin oder EGF behandelt. 
 
Der Versuchsansatz  mit Hepes-gepuffertem Medium zeigte keine Phosphorylierung von Bad 
nach Inkubation mit Insulin und EGF für 24 h. Nach Inkubation mit PCB 153 war der 
Gesamtproteinlevel an Bad konzentrationsabhängig verringert, wobei die niedrigste 
Bandenintensität bei der höchsten eingesetzten Konzentration 10-5 M auftrat. PCB 153 zeigte 
bei einer Konzentration von 10-8 M eine erhöhte Phosphorylierung von  Bad, die mit 
steigender Konzentration abnahm. 
Wurde auf Hepes als Puffersubstanz im Medium verzichtet, zeigten Insulin und EGF eine 
leicht gestiegene Bad-Phosphorylierung nach 12 h. Insulin führte in beiden Konzentrationen 
zu einem Anstieg des Gesamtproteinlevels. Nach einer Inkubationsdauer von 24 h zeigten 
sich in den beiden Versuchsansätzen sehr widersprüchliche Ergebnisse, sowohl keine 
Veränderungen gegenüber der Kontrolle als auch eine starke Abnahme des 
Gesamtproteinlevels an Bad und an phosphoryliertem Bad. 
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Tabelle 4.2: 
Phosphorylierung von Bad an Ser 136 durch Insulin, EGF und PCB 153 
Die angegebenen Bandenintensitäten an Gesamtprotein Bad und phosphoryliertem 
Bad (BadP) beziehen sich auf die als 100 % gesetzte Kontrolle. 
 
 
 
Bei Inkubation mit PCB 153 in einer Konzentrationsreihe zeigten sich in beiden, unter 
gleichen Bedingungen durchgeführten Versuchen, ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse. 
Nach einer Inkubationsdauer von 24 h war jedoch eindeutig eine konzentrationsabhängige 
Phosphorylierung von Bad an Ser 136 zu verzeichen, deren Maximum bei einer 
Konzentration von 10-8 M lag. 
Abb. 4.10 fasst die gefundene Phosphorylierung von Bad durch PCB 153 nach einer 
Kulturdauer von 24 h unter verschiedenen Kulturbedingungen noch einmal zusammen. 
 
Zeit Behandlung Versuch 1 
Williams 
Medium E 
-Insulin 
+Hepes 
Versuch 2 
 
Williams 
Medium E 
-Insulin 
-Hepes 
 
Versuch 3 
 
Williams 
Medium E 
-Insulin 
-Hepes 
 
  Bad 
[%] 
BadP 
[%] 
Bad 
[%] 
BadP 
[%] 
Bad 
[%] 
BadP 
[%] 
12 h Kontrolle - - 100 100 100 100 
 Insulin 10 nM - - 139,4 114,8 - - 
 Insulin 50 nM - - 133,3 111,2 - - 
 EGF 10 ng/ml - - 89,5 117,5 93,6 101,2 
 EGF 50 ng/ml - - 109,8 109,6 101,5 113,5 
 DMSO - - 100 100 100 100 
 PCB 153 10-10 M - - - - 98,3 97,6 
 PCB 153 10-9 M - - - - 98,2 88,9 
 PCB 153 10-8 M - - 176,1 136,2 99,1 81,8 
 PCB 153 10-7 M - - 112,1 103 95,2 75,4 
 PCB 153 10-6 M - - 98,9 86,5 99,4 105,8 
 PCB 153 10-5 M - - 95,1 80,7 90,1 79,6 
24 h Kontrolle 100 100 100 100 100 100 
 Insulin 10 nM 91,9 98,7 107,7 37,3 - - 
 Insulin 50 nM 93,4 93,4 90 121,6 - - 
 EGF 10 ng/ml 99,2 100,9 105,9 45,5 100,1 101,8 
 EGF 50 ng/ml 90 94,2 76,3 53,9 102,6 92,8 
 DMSO 100 100 100 100 100 100 
 PCB 153 10-10 M - - - - 105,1 102,2 
 PCB 153 10-9 M - - - - 108,1 121,7 
 PCB 153 10-8 M 98,3 133,1 87,2 212,9 110,9 134,4 
 PCB 153 10-7 M 98,8 114,8 84,5 146 104,4 127,4 
 PCB 153 10-6 M 73,3 110,1 67,4 132,8 102,2 102,3 
 PCB 153 10-5 M 67,6 111 88,7 111,3 112,5 109,7 
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Abb. 4.10:  Einfluss von PCB 153 auf die Phosphorylierung von Bad an Ser 136. 
Hepatozyten wurden für 24 h mit DMSO und PCB 153 inkubiert. Die in (A) 
dargestellten Bandenintensitäten beziehen sich auf die Kontrolle (100 %). (B) zeigt 
die zu den einzelnen Versuchen gehörenden Aufnahmen des Western Blots. 
 
 
4.1.3 Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid, Camptothecin und MNNG 
 
Die Aktivierung der Caspase-3 dient als biochemischer Nachweis der Induktion von 
Apoptose. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Caspase-3-Assay, modifiziert nach Nicholson 
et al., 1995), etabliert werden und eine geeignete Substanz zur Induktion von Apoptose in 
Hepatozyten gefunden werden. 
Zum Einsatz kamen zwei Topoisomeraseinhibitoren, Etoposid und Camptothecin, die sich in 
Experimenten von Gomez-Lechon et al. (2002) als geeignete Substanzen zeigten, sowie das 
alkylierende Agens MNNG, ein nachgewiesenes Mutagen. Es sollten verschiedene 
Konzentrationen der einzelnen Substanzen in einer Zeitverlaufsreihe getestet werden. 
 
4.1.3.1 Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid 
 
In einer Zeitverlaufsreihe wurden die Zellen für 1 h, 2 h, 4 h und 6 h mit dem 
Topoisomeraseinhibitor Etoposid in den Konzentrationen 200 µM und 400 µM inkubiert. 
 
 
 
A
B
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Etoposid zeigte in den durchgeführten Experimenten eine signifikante Induktion der Caspase-
3-Aktivität bereits nach einer Inkubationsdauer von 2 h bei einer Konzentration von 200 µM 
(Abb. 4.11). Es wurde bei 200 µM eine Steigerung der Aktivität um das zweifache der 
Kontrolle gemessen, dieses Maximum war nach 4 h Inkubationsdauer erreicht. 
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Abb. 4.11: Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid. Die Inkubation der Hepatozyten 
erfolgte in einer Zeitverlaufsreihe mit den Konzentrationen 200 µM und 400 µM. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen 
Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich signifikant von der 
Kontrolle (*P≤0,05; **P≤0,01). 
 
Eine Erhöhung der Konzentration (400 µM) zeigte zwar signifikante Effekte, verglichen mit 
der niedrigeren Konzentration waren diese Effekte aber deutlich geringer. 
 
4.1.3.2 Caspase-3-Aktivierung durch Camptothecin 
 
Der Topoisomeraseinhibitor Camptothecin wurde ebenfalls in einer Zeitverlaufsreihe für 1 h, 
2 h, 4 h und 6 h in den Konzentrationen 10 µM und 15 µM getestet. 
 
Die in Abb. 4.12 dargestellten Ergebnisse zeigten eine signifikante Induktion nach 4 h 
Inkubationsdauer. 
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Abb. 4.12:  Caspase-3-Aktivierung durch Camptothecin. Die Inkubation der 
Hepatozyten erfolgte in einer Zeitverlaufsreihe mit den Konzentrationen 10 µM und 15 
µM. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen 
Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich signifikant von der 
Kontrolle (*P≤0,05; **P≤0,01). 
 
Auch hier lag das Maximum der Induktion nach 4 h bei etwa dem zweifachen Wert der 
Kontrolle bei einer Konzentration von 10 µM. Eine erhöhte Konzentration der Substanz (15 
µM) ließ den Effekt nur geringfügig ansteigen. 
 
4.1.3.3 Caspase-3-Aktivierung durch MNNG 
 
Die Hepatozyten wurden mit dem Alkylanz MNNG, das in Kultur sehr instabil ist, für 2 h in 
den Konzentrationen 300 µM und 500 µM inkubiert. Nach Entfernen der Substanz wurden 
die Zellen für 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h und 12 h weiterinkubiert. 
 
Bereits nach einer Inkubationszeit von 2 h konnte mit 500 µM MNNG eine fast zweifach 
gesteigerte Caspase-3-Aktivität verzeichnet werden (Abb. 4.13). Nach 6 h zeigte eine 
Konzentration von 300 µM einen signifikanten Anstieg der Caspase-3-Aktivität auf das 2,5-
fache.  
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Abb. 4.13:  Caspase-3-Aktivierung durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG 
in den Konzentrationen 300 µM und 500 µM für zwei Stunden inkubiert und zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten abgeerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen 
Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (**P≤0,01). 
 
Die Aktivität der Caspase-3 konnte nach einer Inkubationsdauer von 12 h mit MNNG 300 µM 
auf das vierfache und mit MNNG 500 µM auf das fünffache der Kontrolle gesteigert werden. 
 
Experimente  mit einer frisch angesetzten MNNG-Lösung zeigten in den vorher verwendeten 
Konzentrationen 300 µM und 500 µM sehr starke zytotoxische Effekte und machten somit 
eine erneute Testung erforderlich. In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse dieser 
Versuche dargestellt. 
 
Hepatozyten wurden mit MNNG in den Konzentrationen 50 µM, 100 µM, 150 µM, 200 µM 
und 250 µM für 30 min (Abb. 4.14), 1 h (Abb. 4.15) und 2 h (Abb. 4.17) inkubiert. Nach 
einer weiteren Kulturdauer von 12 h wurde die Aktivität der Caspase-3 bestimmt. 
 
Eine Inkubation der Hepatozyten mit MNNG für 30 min ist zur Aktivierung der Caspase-3 
ausreichend, verglichen mit längeren Vorinkubationszeiten zeigt sie die größten erreichbaren 
Effekte. 
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Abb. 4.14:  Caspase-3-Aktivierung durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG 
in einer Konzentrationsreihe für 30 min inkubiert und nach einer weiteren Kulturdauer von 
12 h geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei 
unabhängigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich                                            
signifikant von der Kontrolle (**P≤0,01).                                                                      
 
Bei einer Konzentration von 200 µM und Vorinkubation von 30 min konnte die Aktivität 
signifikant um das 11-fache der Kontrolle gesteigert werden. 
 
Eine Vorinkubation von 1 h führte bei gleicher Konzentration zu einer signifikanten 
Steigerung um das 7-fache (Abb. 4.15). 
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Abb. 4.15:  Caspase-3-Aktivierung durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG 
in einer Konzentrationsreihe für 60 min inkubiert und nach einer weiteren Kulturdauer von 
12 h geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei 
unabhängigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich 
signifikant von der Kontrolle (**P≤0,01). 
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Inkubierte man MNNG 200 µM für 2 h so zeigte sich eine signifikante Steigerung um mehr 
als das fünffache (Abb. 4.16). 
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Abb. 4.16:  Caspase-3-Aktivierung durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG 
in einer Konzentrationsreihe für 120 min inkubiert und nach einer weiteren Kulturdauer von 
12 h geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei 
unabhängigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich 
signifikant von der Kontrolle (**P≤0,01). 
 
 
4.1.3.4 Fluoreszenzmikroskopische Detektion apoptotischer Zellkerne nach MNNG-
Behandlung 
 
Die gefundene gute Induzierbarkeit der Caspase-3-Aktivierung nach Behandlung mit MNNG 
sollte durch die Quantifizierung apoptotischer Zellkerne anhand folgender morphologischer 
Merkmale in einem kleinen Versuch überprüft werden: 
 
 • stark kondensierte Kerne und 
 • fragmentierte Kerne (tropfenförmiges Chromatin). 
 
Eine dazu geeignete Methode ist die Kultivierung von Hepatozyten im Kollagengelsandwich 
(Bohnenberger et al., 2001; Kunz, 2001). Die für 30 min mit MNNG in einer Konzentration 
von 200 µM behandelten und für weitere 12 h bzw. 24 h  kultivierten Zellen wurden nach 
Fixierung mit den Fluorochromen 4,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI) und Sulforhodamin 
101 angefärbt. 
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DAPI (Emissionsoptimum λ= 485 nm) färbt bevorzugt AT-reiche DNA und gab dem 
Kernchromatin eine blaue Färbung. Zur Sichtbarmachung des Zytoplasmas wurde 
Sulforhodamin (Emissionsoptimum λ= 620 nm) eingesetzt, da es durch seine Affinität zu 
Proteinen eine Rotfluoreszenz zeigt. 
Die in diesen Versuchen ermittelte Apoptoseinzidenz nach Behandlung mit MNNG 200 µM 
für 30 min lag bei 21,8 ± 3,9 % nach einer Kulturdauer von 12 h (Abb. 4.17). 
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Abb. 4.17:  Induktion der Apoptose durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG 
200 µM für 30 min inkubiert und nach einer weiteren Kulturdauer von 12 h geerntet. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen 
Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich signifikant von der 
Kontrolle (***P≤0,001). 
 
Eine Kulturdauer von 24 h zeigte sich als nicht mehr auswertbar, da der Monolayer nur noch 
aus sehr wenigen lebenden Zellen bestand. 
 
4.1.4 Einfluss von Phenobarbital, PCB 153, TCDD und PCB 126 auf die MNNG-
induzierte Caspase-3-Aktivierung 
 
Zur Untersuchung der Apoptose-inhibierenden Wirkung von Substanzen mit 
tumorpromovierenden Eigenschaften wurde mit der Caspase-3-Aktivität ein biochemischer 
Apoptosemarker eingesetzt. 
 
Hepatozyten wurden zur Aktivierung der Caspase-3 mit MNNG in einer Konzentration von 
200 µM für 30 min bzw. 2 h inkubiert und anschließend für weitere 12 h mit den folgenden 
Tumorpromotoren in einer Konzentrationsreihe inkubiert: 
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Phenobarbital 10-7 M, 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M, 10-3 M 
PCB 153 10-9 M, 10-8 M, 10-7 M, 10-6 M, 10-5 M 
TCDD  10-12 M, 10-11 M, 10-10 M, 10-9 M, 10-8 M 
PCB 126 10-10 M, 10-9 M, 10-8 M, 10-7 M, 10-6 M. 
 
In den Abbildungen sind die spezifischen DEVDase-Aktivitäten der mit MNNG und den 
Tumorpromotoren behandelten Hepatozyten bezogen auf MNNG-behandelte Hepatozyten 
(100%) dargestellt.  
 
4.1.4.1 Einfluss von Phenobarbital auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung 
 
Phenobarbital (PB) zeigte eine konzentrationsabhängige Erniedrigung der MNNG-induzierten 
Caspase-3-Aktivierung nach Behandlung der Hepatozyten mit MNNG für 30 min und 2 h 
(Abb. 4.18 und 4.19). 
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Abb. 4.18: Einfluss von Phenobarbital auf die MNNG-induzierte Caspase-3-
Aktivierung. Die Hepatozyten wurden für 30 min mit MNNG 200 µM vorinkubiert und 
nach einer zwölfstündigen Inkubation mit Phenobarbital in verschiedenen Konzentrationen 
geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus vier 
unabhängigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich 
signifikant von MNNG-behandelten Zellen (*P≤0,05). 
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Abb. 4.19: Einfluss von Phenobarbital auf die MNNG-induzierte Caspase-3-
Aktivierung. Die Hepatozyten wurden für 120 min mit MNNG 200 µM vorinkubiert und 
nach einer zwölfstündigen Inkubation mit Phenobarbital in verschiedenen Konzentrationen 
geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei 
unabhängigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich 
signifikant von MNNG-behandelten Zellen (*P≤0,05). 
 
Eine signifikante Reduktion der Aktivität um ca. 40 % wurde mit der Konzentration 10-3 M 
Phenobarbital gefunden. Die Konzentrationsreihe der beiden Ansätze zeigten einen ähnlichen 
Verlauf. 
Bei zweistündiger MNNG-Behandlung war der Effekt in den niedrigeren Konzentrationen 
noch deutlicher erkennbar. 
 
4.1.4.2 Einfluss von PCB 153 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung 
 
Eine konzentrationsabhängig erniedrigte Aktivität der Caspase-3 war nur nach einer 
Vorinkubation von MNNG für 2 h zu sehen, zeigte jedoch keine Signifikanz (Abb. 4.21). Bei 
der höchsten PCB-Konzentration 10-5 M war die Aktivität um ca. 30 % gegenüber MNNG 
reduziert. 
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Abb. 4.20:  Einfluss von PCB 153 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. 
Die Hepatozyten wurden für 30 min mit MNNG 200 µM vorinkubiert und nach einer 
zwölfstündigen Inkubation mit PCB 153 in verschiedenen Konzentrationen geerntet. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen 
Experimenten. 
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Abb. 4.21:  Einfluss von PCB 153 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. 
Die Hepatozyten wurden für 120 min mit MNNG 200 µM vorinkubiert und nach einer 
zwölfstündigen Inkubation mit PCB 153 in verschiedenen Konzentrationen geerntet. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen 
Experimenten. 
 
 
Nach Vorinkubation mit MNNG für 30 min konnte die Caspase-3-Aktivität mit PCB 153 10-5 
M um ca. 17 % erniedrigt werden (Abb. 4.20). 
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4.1.4.3 Einfluss von TCDD auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung 
 
Nach 12-stündiger Inkubation mit TCDD konnte in beiden Ansätzen keine 
konzentrationsabhängige Erniedrigung der Caspase-3-Aktivität nach apoptogener MNNG-
Behandlung festgestellt werden (Abb. 4.22 und 4.23). 
Bei kurzzeitiger MNNG-Behandlung zeigte lediglich TCDD 10-11 M eine signifikante 
Reduktion. 
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Abb. 4.22: Einfluss von TCDD auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. Die 
Hepatozyten wurden für 30 min mit MNNG 200 µM vorinkubiert und nach einer zwölfstündigen 
Inkubation mit TCDD in verschiedenen Konzentrationen geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte 
und Standardabweichungen aus fünf unabhängigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen 
Werte unterscheiden sich signifikant von MNNG-behandelten Zellen (*P≤0,05). 
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Abb. 4.23: Einfluss von TCDD auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. Die 
Hepatozyten wurden für 120 min mit MNNG 200 µM vorinkubiert und nach einer zwölfstündigen 
Inkubation mit TCDD in verschiedenen Konzentrationen geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte 
und Standardabweichungen aus sechs unabhängigen Experimenten. 
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Abb. 4.24: Einfluss von TCDD auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. Die 
Hepatozyten wurden für 12 Stunden mit TCDD in verschiedenen Konzentrationen vorinkubiert. 
Danach erfolgte eine zweistündige Inkubation mit MNNG 200 µM und nach einer Kulturdauer von 
12 h wurden die Zellen geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 
drei unabhängigen Experimenten. 
 
In einem weiteren Versuch wurden die Zellen zuerst für 12 h mit TCDD und anschließend für 
2 h mit MNNG behandelt. Nach weiteren 12 h Kulturdauer wurde die Aktivität der Caspase-3 
bestimmt (Abb. 4.24). Auch bei der Umkehrung des Versuchsansatzes ließ sich keine 
signifikante Erniedrigung nachweisen. 
 
4.1.4.4 Einfluss von PCB 126 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung 
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Abb. 4.25:  Einfluss von PCB 126 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. 
Die Hepatozyten wurden für 30 min mit MNNG 200 µM vorinkubiert und nach einer 
zwölfstündigen Inkubation mit PCB 126 in verschiedenen Konzentrationen geerntet. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen 
Experimenten. 
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Wie aus Abb. 4.25 und 4.26 ersichtlich zeigte PCB 126 in beiden Vesuchsansätzen keinen 
Einfluss auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivität. 
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Abb. 4.26:  Einfluss von PCB 126 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. 
Die Hepatozyten wurden für 120 min mit MNNG 200 µM vorinkubiert und nach einer 
zwölfstündigen Inkubation mit PCB 126 in verschiedenen Konzentrationen geerntet. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen 
Experimenten. 
 
Die Aktivitäten sind bei kurzzeitiger Behandlung mit MNNG durch die Gabe des PCB-
Kongeners zum Teil sogar leicht erhöht. 
 
4.1.5 Einfluss von Phenobarbital, PCB 153, TCDD und PCB 126 auf die MNNG-
induzierte Ausschüttung von Cytochrom c 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte zur Untersuchung der Apoptose-inhibierenden Eigenschaft 
von Tumorpromotoren ein weiterer biochemischer Apoptosemarker, die Ausschüttung von 
Cytochrom c aus den Mitochondrien ins Zytoplasma, in Hepatozyten etabliert werden. 
 
Nach Behandlung der Zellen, die analog zu den Versuchen der Caspase-3-Aktivierung mit 
kurzzeitiger MNNG-Behandlung durchgeführt wurde, erfolgte die Herstellung einer 
zytosolischen und mitochondrialen Fraktion nach einem Protokoll von Bossy-Wetzel und 
Green (2000). Mit Hilfe der Western Blot Analyse wurde Cytochrom c in beiden Fraktionen 
nach einer Kulturdauer  von 4 h, 8 h und 12 h nachgewiesen. 
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In Abb. 4.27 ist die Bandenintensität der zytosolischen Fraktion bezogen auf die 
Lösungsmittelkontrolle (100 %) dargestellt, nach Behandlung der Hepatozyten mit MNNG in 
unterschiedlichen Konzentrationen. 
Erst nach 8 h zeigte sich eine signifikante Erhöhung von Cytochrom c in der zytosolischen 
Fraktion, die zu diesem Zeitpunkt auch ein Maximum aufwies. Die größte Induktion der 
Cytochrom c-Ausschüttung lag im Konzentrationsbereich von 150 µM – 250 µM. 
Nach einer Kulturdauer von 12 h zeigte MNNG 200 µM eine signifikant erhöhte Menge an 
Cytochrom c in der zytosolischen Fraktion. In der hergestellten mitochondrialen Fraktion ließ 
sich der erwartete konträre Effekt, eine geringere Menge an Cytochrom c bei steigender 
MNNG-Konzentration, nicht feststellen. 
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Die Behandlung von Hepatozyten mit den Tumorpromotoren Phenobarbital 10-3 M, PCB 153 
10-5 M, TCDD 10-8 M und PCB 126 10-7 M nach apoptogener Behandlung mit MNNG 200 
µM, zeigte keinen Einfluss auf die Ausschüttung von Cytochrom c. Es gelang allerdings auch 
nicht, eine Induktion der Cytochrom c-Ausschüttung nach alleiniger MNNG-Behandlung 
nachzuweisen. 
 
 
Abb. 4.27: Cytochrom c-
Freisetzung durch MNNG. Die
Zellen wurden für 30 min mit
MNNG 200 µM vorinkubiert und zu
unterschiedlichen Zeiten geerntet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei
unabhängigen Versuchen. Die mit
Sternen versehenen Werte
unterscheiden sich signifikant von
der Kontrolle (*P≤0,05). 
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4.2 Initiations-Promotions-Studie mit PCB 28 und PCB 101 
 
Von einigen ‚dioxinartigen’ und ‚nicht-dioxinartigen’ PCB-Kongeneren ist aus 
tierexperimentellen Studien bekannt, dass sie das Wachstum von präneoplastischen Zellen in 
der Rattenleber fördern können. 
 
Zur Aufklärung einer tumorpromovierenden Wirkung der beiden ortho-substituierten PCB-
Kongenere 28 (2,4,4’-Trichlorbiphenyl) und 101 (2,2’,4, 5 ,5’-Pentachlorbiphenyl) wurde ein 
Initiations-Promotions-Experiment in weiblichen Wistar-Ratten durchgeführt. Hierzu wurde 
den Tieren zur Initiation präneoplastischer Läsionen das gentoxische Karzinogen DEN mit 
Hilfe einer Schlundsonde verabreicht. Die tägliche Dosis betrug 10 mg/kg KG über einen 
Zeitraum von 10 Tagen, Kontrolltiere erhielten das gleiche Volumen Wasser. 
Während einer achtwöchigen Erholungsphase erfolgte die Bildung von Foci. In der 
anschließenden Promotionsphase von 8 bzw. 16 Wochen wurden die Tiere einer 
wöchentlichen Behandlung mit PCB 28 und PCB 101 in einer niedrigen (50 µmol/kg KG) 
und hohen (150 µmol/kg KG) Dosis unterzogen. Die Kontrolltiere wurden mit dem gleichen 
Volumen Maiskeimöl behandelt. Da nach zwei Wochen Schwierigkeiten bei der PCB-Gabe 
über die Schlundsonde auftraten wurde die Behandlung auf i.p. Injektion umgestellt. 
Zur Erfassung der DNA-Synthese in präneoplastischen Foci wurde den Tieren 3 x BrdU in 
einer Dosis von 30 mg/kg KG 24 h, 20 h und 16 h vor der Tötung i.p. injiziert. 
Nach einer Behandlungsdauer mit PCBs von 8 bzw. 16 Wochen wurden die Tiere durch 
Dekapitation getötet und die Lebern entnommen. In nachfolgender Tabelle sind zum besseren 
Verständnis die Behandlungsgruppen sowie die Anzahl der in die Auswertung einbezogenen 
Anzahl der Tiere noch einmal aufgelistet. 
 
Tabelle 4.3: 
Behandlung der Versuchsgruppen und Anzahl der Tiere 
 
Gruppe Anzahl der Tiere 8 Wochen 
Anzahl der Tiere 
16 Wochen Behandlung 
1 6 6 Wasser / Maiskeimöl 
2 5 6 DEN [10 mg/kg KG] / Maiskeimöl 
3 6 6 DEN [10 mg/kg KG] / PCB  28  [150 µmol/kg KG]
4 5 5 DEN [10 mg/kg KG] / PCB  28   [50 µmol/kg KG] 
5 6 6 DEN [10 mg/kg KG] / PCB 101 [150 µmol/kg KG]
6 6 6 DEN [10 mg/kg KG] / PCB 101  [50 µmol/kg KG] 
7 6 6 Wasser / PCB  28  [150 µmol/kg KG] 
8 6 6 Wasser / PCB 101 [150 µmol/kg KG] 
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4.2.1 Futteraufnahme und Gewichtszunahme der Tiere 
 
Während der DEN-Behandlung und einer achtwöchigen Ruhephase wurde das Futter 
permanent hinzugewogen. Eine wöchentliche Kontrolle der aufgenommenen Futtermenge 
wurde nur während der acht- bzw. sechzehnwöchigen Behandlung mit den PCBs 
durchgeführt. 
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Abb. 4.28:  Futteraufnahme eines Tieres pro Woche bei Behandlung mit PCB 28 und 
101 über acht Wochen. Der Pfeil zeigt den Behandlungsbeginn mit PCBs in Woche 10. 
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aller Tiere einer Gruppe. 
 
Die Abb. 4.28 und 4.29 zeigen die aufgenommene Futtermenge pro Tier innerhalb einer 
Woche, für Wochen 1-9 ist die durchschnittliche Aufnahme pro Woche gezeigt. 
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Abb. 4.29:  Futteraufnahme eines Tieres pro Woche bei Behandlung mit PCB 28 und 
101 über sechzehn Wochen. Der Pfeil zeigt den Behandlungsbeginn mit PCBs in Woche 
10. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aller Tiere einer Gruppe. 
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Während der Behandlung waren keine auffälligen Unterschiede in der Futteraufnahme der 
Tiere zu sehen. Schwankungen ergaben sich lediglich durch Verlängerung oder Verkürzung 
der Wochendauer (Abb. 4.29, Woche 18 und 25). 
 
Vor jeder Behandlung wurde das Gewicht der Ratten kontrolliert, während der Ruhephase 
wurde ebenfalls eine wöchentliche Kontrolle durchgeführt. 
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Abb. 4.30: Gewichtszunahme der Tiere über den gesamten 
Behandlungszeitraum. Die unterschiedlichen Behandlungen sind mit Pfeilen 
markiert. (A) zeigt die zehntägige Behandlung mit DEN, mit (B) ist der Beginn der 
achtwöchigen Ruhephase gezeigt und (C) markiert die PCB-Behandlung über acht 
Wochen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aller Tiere einer 
Gruppe. 
 
Auch bei der Gewichtszunahme der Tiere zeigten sich keinerlei Auffälligkeiten. Mit 
Einsetzen der PCB-Behandlung zeigte sich eine Gewichtsreduktion und nachfolgend eine 
langsamere Gewichtszunahme der Ratten, da den Tieren 24 h vor Behandlung, zur 
Vermeidung von kalorischen Imbalanzen durch das Lösungsmittel Maiskeimöl, das Futter 
entzogen wurde. 
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Abb. 4.31: Gewichtszunahme der Tiere über den gesamten 
Behandlungszeitraum. Die unterschiedlichen Behandlungen sind mit Pfeilen 
markiert. (A) zeigt die zehntägige Behandlung mit DEN, mit (B) ist der Beginn der 
achtwöchigen Ruhephase gezeigt und (C) markiert die PCB-Behandlung über 
sechzehn Wochen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aller 
Tiere einer Gruppe. 
 
4.2.2 Bestimmung des relativen Lebergewichts 
 
Vor Dekapitation der Tiere wurde das Körpergewicht bestimmt und nach der Organentnahme 
das Gewicht der Leber. Das relative Lebergewicht für jede Behandlungsgruppe ist in Tab. 4.3 
zusammengefasst. 
Nach einer PCB-Behandlungsdauer von 8 Wochen war das relative Lebergewicht der 
Behandlungsgruppe 3 (PCB 28, 150 µmol/kg KG) und 4 (PCB 28, 50 µmol/kg KG) 
signifikant gegenüber der DEN-behandelteten Gruppe erhöht. 
 
Tabelle 4.4: 
Relatives Lebergewicht 
 
Behandlungsgruppe relatives Lebergewicht8 Wochen [%] 
relatives Lebergewicht 
16 Wochen [%] 
1 2,76 ± 0,15 2,81 ± 0,08 
2 2,80 ± 0,20 2,97 ± 0,23 
3 3,29 ± 0,22** 3,54 ± 0,46** 
4 3,19 ± 0,17** 3,02 ± 0,31 
5 3,04 ± 0,15 2,97 ± 0,17 
6 2,89 ± 0,18 2,76 ± 0,17 
7 2,92 ± 0,14 2,99 ± 0,22 
8 3,02 ±0,29 2,88 ±0,19 
** signifikant erhöht gegenüber der DEN/Öl-behandelten Gruppe (P≤0,01) 
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Das relative Lebergewicht zeigte auch nach 16 Wochen PCB-Behandlung in Gruppe 3 eine 
signifikante Erhöhung. 
Die Behandlung mit PCB 101 zeigte in keiner Behandlungsgruppe einen signifikanten 
Einfluss auf das relative Lebergewicht. 
 
4.2.3 Bestimmung des PCB-Gehaltes der Leber 
 
Nach Herstellung eines Leberhomogenats und Extraktion der PCBs in 
Dichlormethan/Cyclohexan wurden die Proben mit einem internen Standard dotiert. Die 
Analytik erfolgte mit GC/MS, zur Quantifizierung wurden interne und externe Standards 
herangezogen. 
 
Der Fettgehalt der Leber wurde durch Extraktion des Homogenats in 
Dichlormethan/Cyclohexan und anschließender Auswaage des Fettes nach Abdampfen des 
Lösungsmittels bestimmt. 
 
Die in der Tab. 4.5 und 4.6 aufgelisteten PCB-Gehalte beziehen sich auf das Lebergewicht 
und auf den Fettgehalt der Leber. 
 
Tabelle 4.5: 
PCB-Gehalte der Leber nach 8 Wochen Behandlungsdauer 
 
Behandlungs- 
gruppe 
PCB 28 
[µg/kg Leber] 
PCB 28 
[µg/g Fett] 
PCB 101 
[µg/kg Leber] 
PCB 101 
[µg/g Fett] 
1 10,49 ± 2,95 0,20 ± 0,07 28,86 ± 3,89 0,56 ± 0,15 
2 19,50 ± 4,76 0,31 ± 0,09 31,83 ± 6,62 0,49 ± 0,08 
3 29611,39 ± 11340,39° 565,31 ± 243,07° 29,14 ± 4,06 0,56 ± 0,12 
4 10469,33 ± 2819,77*° 217,38 ± 63,41*° 26,33 ± 3,01 0,56 ± 0,17 
5 28,86 ± 7,82 0,55 ± 0,22 3098,14 ± 687,70° 58,51 ± 21,66° 
6 30,43 ± 12,82 0,59± 0,23 2062,29 ± 547,25*° 39,35 ± 11,30*° 
7 31165,71 ± 7566,14° 624,05 ± 146,53° 29,14 ± 4,34 0,58 ± 0,10 
8 25,71 ± 13,68 0,52 ± 0,28 2997,43 ± 1615,45° 61,51 ± 33,74° 
*signifikanter Unterschied zu Behandlungsgruppen mit hoher Dosis an PCBs (P≤0,05) 
°signifikanter Unterschied zur DEN/Öl-behandelten Gruppe (P≤0,05) 
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In allen mit PCBs behandelten Gruppen zeigte sich ein erhöhter Gehalt der Substanz in der 
Leber. Der PCB-Gehalt war in Behandlungsgruppen mit einer hohen Dosis an PCB 28 
gegenüber der niedrigen Dosis um ungefähr das 3-fache erhöht. Bei Behandlung mit PCB 101 
in der hohen Dosis lag die gefundene Menge an PCB in der Leber ca. 1,5-fach höher als in der 
niedrigen Dosisgruppe. 
 
Tabelle 4.6: 
PCB-Gehalte der Leber nach 16 Wochen Behandlungsdauer 
 
Behandlungs- 
gruppe 
PCB 28 
[µg/kg Leber] 
PCB 28 
[µg/g Fett] 
PCB 101 
[µg/kg Leber] 
PCB 101 
[µg/g Fett] 
1 29,14 ± 8,99 0,61 ± 0,20 28,00 ± 5,42 0,59 ± 0,13 
2 24,71 ± 4,64 0,57 ± 0,15 24,86 ± 3,02 0,57 ± 0,13 
3 37247,57 ± 8355,96° 718,30 ± 211,87° 22,14 ± 2,12 0,42 ± 0,07 
4 11194,00 ± 2853,11*° 255,55 ± 41,4*° 104,17 ± 199,80 2,34 ± 3,16 
5 35,00 ± 21,08 0,81 ± 0,64 2929,43 ± 1201,02° 61,97 ± 31,80° 
6 16,00 ± 3,42 0,36± 0,07 1461,43 ± 258,92*° 32,94 ± 6,41*° 
7 27869,86 ± 9145,68° 644,37 ± 203,75° 28,14 ± 8,93 0,66 ± 0,20 
8 58,83 ± 94,55 1,13 ± 1,76 3680,71 ± 714,86° 71,52 ± 20,13° 
*signifikanter Unterschied zu Behandlungsgruppen mit hoher Dosis an PCBs (P≤0,05) 
°signifikanter Unterschied zur DEN/Öl-behandelten Gruppe (P≤0,05) 
 
 
Eine Behandlungsdauer von 16 Wochen zeigte keine Veränderung des PCB-Gehaltes 
gegenüber der Behandlung von 8 Wochen. Die Menge an PCB 28 in der Leber lag 5 –13-mal 
höher als die Menge an PCB 101 in vergleichbarer Dosis. 
 
4.2.4 Induktion der EROD und PROD 
 
Die Induktion EROD- und PROD-Aktivität wurde im Leberhomogenat nach einer Methode 
von Kennedy und Jones (1994) auf einer Mikrotiterplatte gemessen. 
 
PCB 28 zeigte in beiden Behandlungsdosen nach 8 Wochen eine signifikante Induktion der 
EROD (Gruppen 3, 4 und 7), nach 16 Wochen war die EROD nur durch die hohe Dosis an 
PCB 28 (Gruppe 3 und 7) signifikant erhöht (Abb. 4.32). 
 
 
4  Ergebnisse 
102 
 
Nach Behandlung mit der niedrigen Dosis PCB 101 konnte die EROD nach 8 Wochen 
signifikant induziert werden (Gruppe 5), die Aktivität lag jedoch deutlich unter der mit PCB 
28  in vergleichbarer Dosis induzierten EROD-Aktivität. 
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Abb. 4.32:  Induktion der EROD-Aktivität. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus einer Dreifachbestimmung der Leberhomogenate von 
Tieren einer Behandlungsgruppe. Die mit Sternen versehenen Balken unterscheiden 
sich signifikant von den jeweiligen Kontrollgruppen (*P≤0,05;**P≤0,01). 
 
Die PROD konnte durch PCB 28 in der hohen Behandlungsdosis (Gruppe 3 und 7) nach 8 
und 16 Wochen signifikant induziert werden, jedoch nicht in der niedrigen Dosis. Eine 
Behandlung mit PCB 101 zeigte eine signifikante Induktion in beiden Dosen (Gruppen 5, 6 
und 8) nach 8 Wochen (Abb. 4.33). 
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Abb. 4.33:  Induktion der PROD-Aktivität. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus einer Dreifachbestimmung der Leberhomogenate von 
Tieren einer Behandlungsgruppe. Die mit Sternen versehenen Balken unterscheiden 
sich signifikant von den jeweiligen Kontrollgruppen (*P≤0,05;**P≤0,01). 
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4.2.5 Quantifizierung präneoplastischer Läsionen 
 
Zur Untersuchung von präneoplastischem Gewebe wurden von den fixierten und gefrorenen 
Leberstücken Paraffin- und Gefrierschnitte angefertigt. Diese wurden histochemisch auf die 
ATPase-Aktivität sowie immunhistochemisch auf die Expression der GSTP untersucht. Mit 
Hilfe des Computers wurde die Fläche der gezählten Foci ermittelt, das ATPase-negative und 
GSTP-positive Focusvolumen, bezogen auf das Volumen der Leber, sowie die Anzahl der 
Foci pro cm3 Lebergewebe mit stereologischen Methoden nach Fullman (1953) und Saltykov 
(1967) berechnet. 
 
Die Zahl der mit DEN initiierten ATPase-negativen Foci/cm3 Leber zeigte keine signifikante 
Erhöhung nach Behandlung mit PCB 28 und PCB 101 in beiden Dosisgruppen nach 8 und 16 
Wochen (Abb. 4.34 und 4.35). Beide Berechnungsmethoden kommen zu annähernd gleichen 
Ergebnissen. 
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Abb. 4.34: Zahl der ATPase-negativen Foci pro cm3 Leber (Fullman). Die 
Berechnung erfolgte nach der Methode von Fullman. Dargestellt sind Mittelwerte 
und Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe. 
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Abb. 4.35: Zahl der ATPase-negativen Foci pro cm3 Leber (Saltykov). Die 
Berechnung erfolgte nach der Methode von Saltykov. Dargestellt sind Mittelwerte 
und Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe. 
 
Eine signifikante Erhöhung des ATPase-negativen Focusvolumens wurde nach Behandlung 
mit PCB 28 in hoher Dosis (Gruppe 3, 150 µmol/kg KG) sowie PCB 101 in niedriger Dosis 
(Gruppe 6, 50 µmol/kg KG) nach 16 Wochen bei vorangegangener DEN-Behandlung 
gefunden (Abb. 4.36). 
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Abb. 4.36: ATPase-negatives Focusvolumen. Dargestellt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe. Die mit Sternen 
versehenen Balken unterscheiden sich signifikant von der Kontrollgruppe DEN/Öl 
(*P≤0,05;**P≤0,01). 
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Abb. 4.37 zeigt die lichtmikroskopische Aufnahme eines histologischen Schnittes mit 
ATPase-negativem Focus. 
 
 
 
Abb. 4.37:  ATPase-negativer Focus. Die lichtmikroskopische Aufnahme zeigt den 
histologischen Schnitt einer Leber von einer mit DEN und PCB 28 (150 µmol/kg KG) über einen 
Zeitraum von 16 Wochen behandelten Ratte. Das normale Gewebe zeigt eine Braunfärbung, die 
präneoplastischen Zellen erscheinen mit nur blasser Färbung (Pfeil). 
 
Die Quantifizierung GSTP-positiver Foci/cm3 Leber zeigte ebenfalls keine signifikante 
Erhöhung in beiden Dosisgruppen nach 8 und 16 Wochen (Abb. 4.38 und 4.39). 
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Abb. 4.38:  Zahl der GSTP-positiven Foci pro cm3 Leber (Fullman). Die 
Berechnung erfolgte nach der Methode von Fullman. Dargestellt sind Mittelwerte 
und Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe. 
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Abb. 4.39:  Zahl der GSTP-positiven Foci pro cm3 Leber (Saltykov). Die 
Berechnung erfolgte nach der Methode von Saltykov. Dargestellt sind Mittelwerte 
und Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe. 
 
Auch das GSTP-positive Focusvolumen  war nach DEN- und anschließender PCB-
Behandlung nicht signifikant erhöht (Abb. 4.40). 
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Abb. 4.40: GSTP-positives Focusvolumen. Dargestellt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe. 
 
In Abb. 4.41 ist die lichtmikroskopische Aufnahme eines histologischen Schnittes mit einem 
GSTP-positiven Focus zu sehen. 
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Abb. 4.41: GSTP-positiver Focus. Die lichtmikroskopische Aufnahme zeigt den histologischen 
Schnitt einer Leber von einer mit DEN und PCB 28 (150 µmol/kg KG) über einen Zeitraum von 
16 Wochen behandelten Ratte. Das normale Gewebe zeigt eine leichte Blaufärbung, die 
präneoplastischen Zellen erscheinen intensiv blau gefärbt (Pfeil). Braune Zellkerne sind BrdU-
positiv und zeigen somit eine DNA-Synthese. 
 
 
Die Tabellen 4.6 und 4.7 zeigen die Anzahl der ATPase-negativen und GSTP-positiven 
Foci/cm3 Leber sowie das Focusvolumen nach 8 und 16 Wochen noch einmal in einer 
Zusammenfassung. 
 
Tabelle 4.6: 
Zahl der Foci pro cm3 Leber und Focusvolumen nach 8 Wochen Behandlungsdauer 
 
Gruppe 
Zahl der 
ATPase-neg. 
Foci/cm3 
Leber 
(Saltykov) 
Zahl der 
ATPase-neg. 
Foci/cm3 
Leber 
(Fullman) 
ATPase-neg. 
Focusvolumen
(% der Leber)
Zahl der 
GSTP-pos.  
Foci/cm3 
Leber 
(Saltykov) 
Zahl der 
GSTP-pos.  
Foci/cm3 
Leber 
(Fullman) 
GSTP-pos. 
Focusvolumen
(% der Leber)
1 0 0 0 0 0 0 
2 53,60 ± 69,30 52,40 ± 67,70 0.062 ± 0.09 537,40 ± 439,40 
526,80 
± 429,90 0.378 ± 0.38 
3 82,33 ± 116,76 83,83 ± 117,02 0.07 ± 0.08 412,0  ± 454,96 
401,00 
± 432,00 0.14 ± 0.126 
4 17,20 ± 21,07 17,40 ± 21,33 0.01 ± 0.015 322,60 ± 332,34 
309,60 
± 327,98 0.112 ± 0.146 
5 75,00 ± 40,62 75,50 ± 39,69 0.07 ± 0.07 375,50 ± 420,06 
376,00 
± 419,28 0.21 ± 0.22 
6 49,00 ± 52,27 49,17 ± 52,72 0.06 ± 0.077 237,00 ± 211,79 
230,50 
± 211,71 0.09 ± 0.065 
7 26,67 ± 39,61 23,50 ± 34,01 0.0033 ± 0.0075 58,83 ± 131,56 53,83 ± 120,37 
0.01667 
± 0.037268 
8 0 0 0 0 0 0 
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Tabelle 4.7: 
Zahl der Foci pro cm3 Leber und Focusvolumen nach 16 Wochen Behandlungsdauer 
 
Gruppe 
Zahl der 
ATPase-neg. 
Foci/cm3 
Leber 
(Saltykov) 
Zahl der 
ATPase-neg. 
Foci/cm3 
Leber 
(Fullman) 
ATPase-neg. 
Focusvolumen
(% der Leber)
Zahl der 
GSTP-pos.  
Foci/cm3 
Leber 
(Saltykov) 
Zahl der 
GSTP-pos.  
Foci/cm3 
Leber 
(Fullman) 
GSTP-pos. 
Focusvolumen
(% der Leber)
1 0 0 0 0 0 0 
2 34,83 ± 43,28 35,00 ± 43,29 0.04 ± 0.06 375,67 ± 565,26 
381,83 ± 
573,16 0.29 ± 0.34 
3 118,00 ± 108,76 
120,17 ± 
112,96 0.25 ± 0.22
* 301,83 ± 
339,33 
300,67 ± 
345,42 0.34 ± 0.25 
4 43,40 ± 35,44 43,80 ± 36,65 0.138 ± 0.09 163,00 ± 115,97 
166,20 ± 
119,07 0.148 ± 0.13 
5 63,67 ± 32,34 63,17 ± 32,51 0.10 ± 0.08 446,83 ± 329,51 
450,50 ± 
331,05 0.40 ± 0.35 
6 78,67 ± 26,44 79,17± 24,90 0.31 ± 0.15** 216,00 ± 194,85 
212,83 ± 
194,18 0.23 ± 0.29 
7 12,50 ± 10,40 12,50 ± 10,42 0.04 ± 0.03  0 0 0 
8  0 0 0 6,67 ± 14,91 6,00 ± 13,42 0.005 ± 0.011 
*  signifikant erhöht gegenüber der DEN/Öl-behandelten Gruppe (P≤0,05) 
** signifikant erhöht gegenüber der DEN/Öl-behandelten Gruppe (P≤0,01) 
 
4.2.6 Bestimmung der DNA-Synthese in Präneoplasien 
 
Zur Analyse der DNA-Synthese im präneoplastischen Gewebe wurde den Tieren vor 
Versuchsende das Thymidinanalogon Bromdeoxyuridin (BrdU) verabreicht. Der Einbau von 
BrdU in die DNA wurde immunhistochemisch nachgewiesen (Abb. 4.41). Berechnet wurde 
die Anzahl der BrdU-positiven Zellkerne/mm2 GSTP-positiver Inselfläche. Die Behandlung 
mit PCB 28 und PCB 101 führte in keiner Gruppe zu einer signifikanten Erhöhung der DNA-
Synthese in präneoplastischem Gewebe nach 8 und 16 Wochen (Tab. 4.8). 
 
Tabelle 4.8: 
BrdU-positive Zellkerne 
 
Behandlungsgruppe BrdU-positive Zellkerne/mm
2 
8 Wochen 
BrdU-positive Zellkerne/mm2 
16 Wochen 
1 0 0 
2 15,00 ± 28,93 9,11 ± 9,42 
3 10,24 ± 16,13 15,55 ± 18,72 
4 4,10 ± 7,03 3,87 ± 8,64 
5 32,86 ± 33,79 15,34 ± 11,14 
6 11,08 ± 20,85 6,45 ± 7,81 
7 0 0 
8 0 0 
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5  Diskussion 
 
 
5.1 Untersuchungen zur Wirkung von ‚nicht-dioxinartigen’ PCBs in 
 primären Hepatozyten der Ratte 
 
5.1.1 Einfluss von PCB 153 auf die Calcium-Homöostase in Hepatozyten 
 
PCBs zeigen aufgrund ihrer Chlorsubstituenten und der damit verbundenen räumlichen 
Anordnung der beiden Phenylringe charakteristische Unterschiede in ihrer biologischen und 
toxikologischen Aktivität. 
Kongenere ohne Chlorsubstitution in ortho-Position mit einer annähernd planaren Struktur 
stellen Agonisten des Ah-Rezeptors dar und sind in der Lage CYP1A-Isoenzyme in der Leber 
zu induzieren, sie wirken somit ‚dioxinartig’. Besitzen Kongenere mindestens zwei 
Chlorsubstituenten in ortho-Position (2,2’ und 6,6’) können die aromatischen Ringe keine 
flache räumliche Struktur annehmen. Diese induzieren CYP2B- und 3A-Isoenzyme der Leber, 
was sie mit dem Barbitursäurederivat Phenobarbital gemeinsam haben. 
Von mehrfach ortho-substituierten PCBs ist bekannt, dass sie die neuronale 
Signaltransduktion erheblich beeinflussen können, in dem sie Störungen der intrazellulären 
Ca2+-Homöostase und des PKC-Signaltransduktionsweges hervorrufen (Kodavanti et al., 
1993, 1995; Kodavanti und Tilson, 1997). Verantwortlich für den Anstieg der Ca2+-
Konzentration im Innern der Zelle ist die Öffnung von RyR-assoziierten Ca2+-Kanälen (Wong 
und Pessah, 1996; Wong et al., 1997). Der RyR wird hauptsächlich im Gehirn, Herz- und 
Skelettmuskel exprimiert, eine weitere Form des Rezeptors ist in weniger stark ausgeprägter 
Form auch in anderen Geweben zu finden (Sorrentino und Volpe, 1993). Die Expression 
eines RyR in der Leber ist nicht eindeutig geklärt. Es gibt lediglich Hinweise auf Ryanodin-
sensitive Ca2+-Kanäle, die von IP3-sensitiven Kanälen zu unterscheiden sind (Lilly und 
Gollan, 1995). 
 
Calciumionen spielen als sekundäre Botenstoffe eine wichtige Rolle in der Regulation 
zellulärer Funktionen, u. a. der Proliferation von Zellen. Die intrazelluläre Ca2+-Konzentration 
liegt um den Faktor 20000 niedriger als die extrazelluläre Konzentration. 
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Diese geringe Konzentration an Ca2+ im Innern der Zelle wird aufrecht erhalten durch Ca2+-
bindende Proteine, Speicherung von Ca2+ in ER und Mitochondrien und herauspumpen von 
Ca2+ in den extrazellulären Raum (Clapham, 1995). 
Eine unphysiologische Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration kann zum Zelltod 
führen. Banyard und Tellam (1985) konnten zeigen, dass neoplastische Zellinien einen 
deutlich erhöhten intrazellulären Ca2+-Spiegel aufweisen. Diese tolerierte Ca2+-Erhöhung 
könnte für die Zellen einen mitogenen Stimulus bedeuten, da sowohl Ca2+-Ionen als auch als 
auch Ca2+/Calmodulin den Zellzyklus in verschiedenen Phasen beeinflussen (Lu und Means, 
1993). 
Eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration in präneoplastischen Zellen der Leber 
durch PCBs würde einen interessanten Aspekt im Hinblick auf die tumorpromovierende 
Wirkung dieser Substanzen darstellen. 
 
Im Zusammenhang mit einer gestörten Ca2+-Homöostase wäre auch eine mögliche direkte 
Wechselwirkung von Phospholipiden der zellulären Membranen und mehrfach ortho-
substituierten PCBs denkbar, die durch Störung der Membranintegrität zur Entleerung von 
intrazellulären Ca2+-Speichern oder zum Einstrom von Ca2+ aus dem extrazellulären Milieu 
führen könnte. 
Zur Klärung der Frage, ob PCBs mit unterschiedlichen räumlichen Strukturen eine Störung 
zellulärer Membranen verursachen, wurde die Methode der Elektronen Spin Resonanz (ESR) 
gewählt. Voraussetzung für die ESR ist das Vorhandensein von paramagnetischen Gruppen 
im zu untersuchenden Molekül. 
Die im Rahmen dieses Versuchs isolierten Rattenlebermikrosomen wurden mit einer 
sogenannten Spinsonde, einer paramagnetischen Gruppen in Form eines stabilen Nitroxids, 
markiert. Zum Einsatz kamen die spinmarkierten Fettsäuren 5-Doxyl-Stearinsäure und 16-
Doxyl-Stearinsäure die mit Erfolg in die Membran eingebaut werden konnten. 
Die ESR-Spektren ließen nach kurzzeitiger Inkubation mit dem non-ortho-substituierten PCB 
126 (3,3’,4,4’,5-Pentachlorbiphenyl) und dem di-ortho-substituierten PCB 153 (2,2’,4,4’,5,5’-
Hexachlorbiphenyl) nicht auf eine direkte Wechselwirkung mit den Phospholipiden der 
Membran schließen. 
 
Anhand von mikrofluorimetrischen Ca2+-Messungen wurde der Einfluß des di-ortho-
substituierten PCB 153 auf die Ca2+-Homöostase in Hepatozyten untersucht. 
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Zur Messung wurden nur Zellen herangezogen, die durch kurzzeitige Behandlung von ATP 
auf eine reversible Enleerung der Ca2+-Speicher reagierten. Die Qualität der isolierten und 
kultivierten primären Hepatozyten spielte hier eine große Rolle. 
Es zeigte sich kein Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration nach Inkubation der mit 
einem Ca2+-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff beladenen Zellen durch PCB 153 in 
verschiedenen Konzentrationen. Auch eine Beeinflussung der ATP-induzierten Ca2+-
Ausschüttung durch Vorinkubation mit PCB 153 trat nicht auf.  
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den von Förster (2002) durchgeführten Versuchen 
an isolierten Mikrosomen. Die mit Ca2+ beladenen Membranvesikel der Rattenleber zeigten 
nur eine sehr geringe Reaktion auf die Zugabe von PCB 153 im Vergleich zur Freisetzung 
von Ca2+ durch IP3 oder Ryanodin. 
Eine Behandlung der Hepatozyten mit Phenobarbital zeigte ebenfalls keinen Anstieg des 
intrazellulären Ca2+-Spiegels. 
Der Einfluß von Tumorpromotoren, wie z. B. TCDD, Phenobarbital und  verschiedene 
Peroxisomenproliferatoren, auf die Ca2+-Homöostase wurde von Leibold (1993) in 
Hepatozyten untersucht. Außer Phenobarbital war in diesen Versuchen keine der Substanzen 
in der Lage, die intrazelluläre Ca2+-Konzentration zu erhöhen. Bei einer mehrstündigen 
Vorinkubation der Zellen mit dem Tumorpromotor zeigte die Behandlung einen Rückgang 
der Zellen mit Phenylephrin-induzierten Ca2+-Oszillationen, das gleiche Ergebnis wurde bei 
zwei untersuchten Peroxisomenproliferatoren gesehen. 
Der von Marc et al. (2000) gefundene intrazelluläre Ca2+-Anstieg durch Phenobarbital in der 
Maus trat nur bei einer Langzeitbehandlung der Zellen über 1-2 Tage auf, eine Behandlung 
über wenige Stunden hatte keinen Einfluß. 
Die Vorbehandlung der Zellen mit Tumorpromotoren spielt in der Untersuchung hinsichtlich 
der Beeinflussung der Ca2+-Homöostase vielleicht eine wichtige Rolle, da der Zelle 
ausreichend Zeit zur Verfügung gestellt wird, um auf diesen Stimulus zu reagieren. Wenn die 
Zelle nicht mit einem direkt induzierten Ca2+-Anstieg regiert, so besteht die Möglichkeit, dass 
Ca2+-abhängige Signalketten beeinflusst werden. 
Weiterhin konnte Leibold (1993) zeigen, dass in präneoplastischen γGT-positiven 
Hepatozyten der intrazelluläre Ca2+-Spiegel nicht erhöht war. Möglicherweise spielt die 
Toleranz von Zellen gegenüber erhöhten Ca2+-Konzentrationen und davon ausgehende 
mitogene Signale erst in späteren neoplastischen Stadien eine Rolle. 
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5.1.2 Untersuchungen zur Phosphorylierung von Bad an Ser 136 durch PCB 153 
 
Das Überleben einer Zelle wird durch eine Vielzahl von proapoptotisch und antiapoptotisch 
wirkenden Proteinen gesteuert. Ein wichtiger Signalweg, der über die Bindung von 
Wachstumsfaktoren an entsprechende Membranrezeptoren induziert wird, ist der PI3K/PKB-
Signalweg. Wachstumsfaktoren wirken über Rezeptor-Tyrosinkinasen aktivierend auf die 
PI3K. Diese ist in der Lage über Phosphorylierungsschritte die PKB zu aktivieren. Das 
Überleben der Zelle wird durch eine ganze Reihe von PKB-Zielproteinen gesichert, von 
denen nachfolgend nur einige diskutiert werden. 
Das proapoptotisch wirkende Bad wird nach Phosphorylierung an Ser 136 an einer Bindung 
und Inaktivierung von Bcl-xL an der Mitochondrienmembran gehindert. Eine Ausschüttung 
von Cytochrom c und eine Initiierung der Caspase-Kaskade wird somit verhindert (Yang et 
al., 1995). Auch die direkte Phosphorylierung von Caspase-9 und somit eine Caspase-
initiierende Bildung des Apoptosoms kann auf diesem Weg verhindert werden. Des weiteren 
kann durch inaktivierende Phosphorylierung von CDK-Inhibitoren p21 und p27 kein 
Zellzyklusarrest mehr eingeleitet werden. Auch eine Arretierung des Zellzyklus durch p53 
nach DNA-Schaden kann ausgeschaltet werden, da die PKB zur Phosphorylierung des p53-
Regulators MDM-2 führt und es zum gesteigerten proteasomalen Abbau von p53 kommt, der 
somit auch eine p53-induzierte Einleitung des Zelltodes über Bax nicht mehr zulässt (Mayo 
und Donner, 2002). 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Phosphorylierung von Bad an Ser 136 gestaltete 
sich schon bei der gezielten Aktivierung des PI3K/PKB-Signalweges durch EGF und Insulin 
als sehr schwierig, da geringe Unterschiede in der Zusammensetzung der Kulturmedien das 
Ergebnis stark beeinflussten. Es zeigte sich durch Zugabe von Insulin von EGF nicht nur ein 
Einfluss auf die Phosphorylierung von Bad, sondern auch eine Veränderung im 
Gesamtproteinlevel. 
Versuche mit PCB 153 brachten zum Teil recht unterschiedliche Ergebnisse in einzelnen 
Zellpräparationen. Es zeigte sich jedoch überall ein Trend zur konzentrationsabhängigen 
Phosphorylierung von Bad an Ser 136 nach längerer Inkubationsdauer, der in niedrigeren 
Konzentrationen am höchsten war. Der Gesamtproteinlevel an Bad wurde durch eine 
Behandlung mit PCB 153 in einigen Versuchen sehr stark reduziert. 
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Es könnte also möglich sein, dass ein Überleben der Zelle nicht nur durch die inaktivierende 
Phosphorylierung von Bad gesichert wird, sondern auch über einen verstärkten proteasomalen 
Abbau des Proteins, einem weiteren wichtigen regulatorischen Faktor in der Entscheidung 
über Leben und Tod der Zelle (Yang und Yu, 2003). 
 
Aus Zeitgründen konnte auf diese Ergebnisse und auf andere Tumorpromotoren nicht näher 
eingegangen werden. Sie stellen für die mechanistische Untersuchung von Substanzen mit 
tumorpromovierender Wirkung aber einen wichtigen Ansatzpunkt dar, der nicht nur im 
Hinblick auf eine Phosphorylierung von Bad untersucht werden sollte, sondern auch an 
anderen möglichen Zielproteinen der PKB, sowie einer Aktivierung der PKB und PI3K selbst. 
Erforderlich wären hierfür auch eine Optimierung der Kulturbedingungen sowie die 
Untersuchung der Beeinflussung einer Bad-Phosphorylierung durch Tumorpromotoren in 
Anwesenheit von Insulin im Kulturmedium, das in physiologischen Konzentrationen im 
Medium vorhanden sein sollte. Eine Verbesserung der Technik der Immunpräzipitation zum 
Nachweis von Bad im Western Blot scheint sinnvoll, da sich eine vorhergehende Präzipitation 
des Proteins als unerlässlich gezeigt hat. 
 
 
5.1.3 Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid, Camptothecin und MNNG, und 
fluoreszenzmikroskopische Detektion apoptotischer Zellkerne nach MNNG-
Behandlung 
 
In der Vergangenheit konnte mit der Anwendung der Technik des Sandwichkollagengels zur 
Kultivierung von Hepatozyten und anschließender fluoreszenzmikroskopischer Detektion 
apoptotischer Zellkerne anhand morphologischer Merkmale, eine geeignete, aber recht 
aufwendige Methode zum Nachweis von Apoptose in vitro etabliert werden (Bohnenberger et 
al., 2001; Kunz, 2001). 
Beim Einsatz von UV-Licht zur Induktion von Apoptose in Hepatozyten konnte erfolgreich 
die Hemmung der Apoptose durch tumorpromovierende Substanzen nachgewiesen werden 
(Wörner und Schrenk, 1996; Bohnenberger et al., 2001; Kunz, 2001). 
Die Etablierung anderer apoptotischer Nachweismethoden, wie beispielsweise die 
durchflußzytometrische Detektion, die DNA-Fragmentierung, der Nachweis von Annexin V 
und die Aktivierung der Caspase-3, gestaltete sich  aufgrund geringer Apoptoseinzidenzen als 
äußerst schwierig (Grün, 1998; Bohnenberger, 2003). 
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein geeigneter Induktor der Apoptose für Rattenhepatozyten 
in Primärkultur zur Etablierung eines Caspase-3-Assays gefunden werden. 
Die in den Versuchen eingesetzten Topoisomerase-Inhibitoren waren in der Lage, die 
Caspase-3 in primären Hepatozyten zu aktivieren, eine Aktivierung über das zweifache der 
Kontrolle hinaus konnte jedoch weder bei Etoposid noch bei Camptothecin, erzeugt werden. 
Topoisomerase-Inhibitoren werden als Chemotherapeutika gezielt zur Eliminierung von 
Tumorzellen eingesetzt. Eine Induktion der Apoptose durch Topoisomerase-Inhibitoren in 
ständig proliferierenden Tumorzellen läuft sicherlich erfolgreicher ab als in primären 
Hepatozyten, die normalerweise keine Zellteilung durchführen. Topoisomerase-Inhibitoren 
könnten einen optimalen Angriffspunkt zur Induktion der Apoptose in Tumorzellen 
darstellen, da sie eine hohe Aktivität während der DNA-Replikation aufweisen (Champoux, 
2001). 
Eine erfolgreiche Aktivierung der Caspase-3 in Hepatozyten in Primärkultur konnte mit 
MNNG erzielt werden. Schon eine 30-minütige Behandlung mit MNNG war ausreichend um 
die Aktivität der Caspase-3 um das 11-fache der Kontrolle zu steigern. 
Allerdings zeigten sich zum Teil sehr große Unterschiede in der Induzierbarkeit der Caspase-
3-Aktivität in Hepatozyten der verschiedenen Zellpräparationen. 
Um ein Maß für die Apoptoseinzidenz in Hepatozyten nach MNNG-Behandlung zu erhalten, 
wurden apoptotische Zellkerne fluoreszenzmikroskopisch detektiert. Die gefundene 
Apoptoseinzidenz von 21,8 % (± 3,9 %) zeigt, dass MNNG zur Induktion der Apoptose und 
nachfolgenden Versuchen zur Apoptosehemmung in vitro eingesetzt werden kann. 
MNNG, ein im Tierversuch nachgewiesenes Karzinogen, führt ohne vorangehende 
Metabolisierung zur Alkylierung der DNA (Peto et al., 1985). Bei den entstehenden 
Addukten handelt es sich hauptsächlich um N7-Methylguanin, aber auch N3-Methyladenin 
und O6-Methylguanin treten auf (Peterson und Peterson, 1982). 
Der apoptotische Signalweg aller drei hier untersuchten Substanzen läuft über p53. Das 
Tumorsuppressorprotein p53 bewirkt nach DNA-Schäden einen Zellzyklusstopp zur 
Beseitigung des Schadens durch intrazelluläre Reparaturmechanismen. Bei irreparablem 
Schaden kann die Beseitigung der Zelle, durch Induktion des proapoptotischen Bcl-2 Proteins 
Bax und somit zur mitochondrialen Aktivierung der Caspasen-Kaskade führen (Adamson et 
al., 2002). 
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5.1.4 Einfluss von Phenobarbital, PCB 153, TCDD und PCB 126 auf die MNNG- 
 induzierte Caspase-3-Aktivierung und Ausschüttung von Cytochrom c 
 
Der Nachweis einer tumorpromovierenden Wirkung von Substanzen kann im Initiations-
Promotions-Modell der Rattenleber durch Quantifizierung von Tumorvorläuferzellen, 
sogenannten präneoplastischen Zellen, sehr gut erfasst werden. 
Eine Übertragung dieses Modells auf eine in vitro-Situation mit primären Hepatozyten der 
Ratte ist bisher nicht gelungen. In zahlreichen Studien wurden in in vivo-Versuchen 
präneoplastische Zellen im Versuchstier erzeugt und diese nach Isolierung und 
Charakterisierung in vitro in der Zellkultur eingesetzt (Klose et al., 1989; Leibold, 1993). 
Da der Hemmung der Apoptose in der Promotionsphase der Hepatokarzinogenese eine 
wichtige Rolle zugeschrieben wird, ist die Untersuchung einer Apoptose-inhibierenden 
Wirkung nach Induktion der Apoptose mit gentoxischen Agentien in vitro von großer 
Bedeutung. 
Auf morphologischer Ebene konnte eine Hemmung der Apoptose in Hepatozyten in 
Primärkultur, nach vorangegangener gentoxischer Läsion durch UV-Licht, bereits für die 
Tumorpromotoren TCDD, Phenobarbital, die ‚dioxinartigen’ PCB-Kongenere 81, 126, 169 
und die ‚nicht-dioxinartigen’ PCB-Kongenere 28, 101, 138, 183, und 187 gezeigt werden 
(Wörner und Schrenk, 1996; Bohnenberger et al., 2001; Kunz, 2001; Zeiger, 2001; 
Bohnenberger, 2003). 
Unter Verwendung einer biochemischen Nachweismethode der Apoptose, der Aktivierung 
der Caspase-3, wurden die Tumorpromotoren Phenobarbital, das ‚nicht-dioxinartige’ 
Kongener PCB 153, TCDD und PCB 126, ein ‚dioxinartiges’ Kongener, auf eine mögliche 
Beeinflussung der MNNG-induzierten Caspase-3-Aktivierung untersucht. Für alle genannten 
Substanzen konnte eine tumorpromovierende Wirkung in vivo bereits bestätigt werden (Pitot 
et al., 1980; Kristiansen et al., 1989; Hemming et al., 1993). 
 
Die Versuche zeigten eine konzentrationsabhängige Hemmung der Caspase-3-Aktivierung 
nach Behandlung mit Phenobarbital. Eine signifikante Hemmung wurde mit der höchsten 
eingesetzten Konzentration 10-3 M erreicht, die verglichen mit MNNG um ca. 40 % reduziert 
war. 
Ähnlich verlief  die Hemmung der MNNG-induzierten Caspase-3-Aktivierung durch PCB 
153. Auch hier war eine konzentrationsabhängige Hemmung erkennbar, mit ca. 30 % 
Hemmung in der höchsten Konzentration 10-5 M, die allerdings keine Signifikanz zeigte. 
 
5  Diskussion 
116 
 
TCDD und PCB 126 hatten keinen Einfluß auf die Induktion der Caspase-3-Aktivität durch 
MNNG, es zeigte sich keine Hemmung. 
Eine Erklärung für die hier gefundenen Ergebnisse könnte möglicherweise in der 
unterschiedlichen Wirkungsweise der Substanzen hinsichtlich ihrer Induzierbarkeit von CYP-
Isoenzymen liegen. 
Phenobarbital induziert in der Rattenleber CYP2B1/2- und 3A-Isoenzyme. Das PCB-
Kongener 153 zeigt ebenfalls eine ‚Phenobarbitaltyp’-Induktion von CYP. 
Als Agonisten des AhR zeigen TCDD und PCB 126 jedoch eine Induktion von CYP1A-
Isoenzymen in der Rattenleber. 
Da eine Aktivierung von Effektorcaspasen im apoptotischen Signalweg den sogenannten 
‚point of no return’ darstellt, der irreversibel zum Zelltod führt, sollte in diesem Stadium ein 
Nachweis der Apoptosehemmung möglich sein. Möglicherweise müssen hier auch andere 
Effektorcaspasen, Caspase-6 und –7, zur Untersuchung in Betracht gezogen werden. 
TCDD ist selbst in der Lage Apoptose in primären Hepatozyten zu induzieren, was durch 
fluoreszenzmikroskopische Detektion nachgewiesen werden konnte (Kunz, 2001). Eine 
Induktion der Caspase-3-Aktivierung konnte nach alleiniger TCDD-Behandlung in den hier 
durchgeführten Versuchen nicht gezeigt werden, was eine mögliche Rolle anderer 
Effektorcaspasen für einen AhR-abhängigen Signalweg nicht ausschließt. 
 
Durch den Einsatz eines weiteren biochemischen Apoptosenachweises, der Freisetzung von 
Cytochrom c aus den Mitochondrien, sollten die im Caspase-3-Assay gefundenen Ergebnisse 
eingehender untersucht werden. Die Ausschüttung von Cytochrom c ins Zytoplasma der Zelle 
bewirkt eine Aktivierung der Caspasen-Kaskade bis hin zur Ebene der Effektorcaspasen. 
Nacht acht Stunden zeigte sich durch Behandlung  mit MNNG, die in Analogie zu den 
Versuchen des Caspase-3-Assays durchgeführt wurde, ein konzentrationsabhängiger Anstieg 
von Cytochrom c in der zytosolischen Fraktion, der nach zwölf Stunden schon wieder 
deutlich reduziert war. Eine Abnahme von Cytochrom c in der mitochondrialen Fraktion 
konnte nicht gezeigt werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Optimierung der Aufarbeitung in unterschiedliche 
Fraktionen nicht mehr durchgeführt werden. Versuche zur Hemmung der Freisetzung von 
Cytochrom c durch Tumorpromotoren zeigte kein verwertbares Ergebnis. Der Grund hierfür 
könnten in der Qualität der Hepatozyten, der Aufarbeitung von zytosolischer und 
mitochondrialer Fraktion, aber auch in der langen Lagerung der Proben liegen. 
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Grundsätzlich stellt die Messung der Freisetzung von Cytochrom c aber eine sinnvolle 
Methode zur Ergänzung anderer biochemischer Nachweismethoden der Apoptose dar. 
 
 
5.2 Untersuchung der tumorpromovierenden Wirkung von PCB 28 
 und PCB 101 im Initiations-Promotions-Experiment 
 
Der Einsatz eines Kurzzeit-Karzinogenitätstests, beruhend auf dem Nachweis 
schnellwachsender Tumoren oder dem Wachstum von Tumorvorstadien, kann wertvolle 
Hinweise auf eine karzinogene Wirkung einer Substanz liefern, ersetzt jedoch nicht die 
Durchführung von chronischen Karzinogenitätsstudien. 
Das für die Rattenleber etablierte Initiations-Promotions-Modell beruht auf dem Nachweis 
von Tumorvorläuferzellen, sogenannten präneoplastischen Zellen, die durch eine veränderte 
Enzymexpression von normalen Zellen deutlich als inselartige Zellverbände abgegrenzt 
werden können (Ittrich et al., 2003). 
Präneoplastische Zellen der Leber können u. a. durch eine Aktivitätsverlust der ATPase und 
eine erhöhte Expression der GSTP histochemisch bzw. immunhistochemisch in 
histologischen Schnitten charakterisiert werden und mit Hilfe von stereologischen 
Berechnungsmethoden quantifiziert werden. 
Es ist möglich in diesem Modell eine Aussage über eine mögliche initiierende und/oder 
promovierende Wirkung von Testsubstanzen zu treffen. 
 
Eine karzinogene Wirkung von technischen PCB-Gemischen in der Rattenleber konnte von 
Mayes et al. (1998) gezeigt werden, für einzelne PCB-Kongenere liegen jedoch keine Daten 
vor. Zur Risikobewertung sind tierexperimentelle Daten einzelner PCB-Kongenere 
unerlässlich, da eine karzinogene Wirkung der PCB auch beim Menschen nicht 
ausgeschlossen werden kann. Tierexperimentelle Daten zur tumorpromovierenden Wirkung 
einzelner Kongenere liegen bereits vor und zeigen eine tumorpromovierende Wirkung der 
‚dioxinartigen’ Kongenere PCB 77 (Buchmann et al., 1986, 1991), 105 (Hemming et al., 
1993) und 126 (Hemming et al., 1993) sowie für die ‚nicht-dioxinartigen’ Kongenere PCB 47 
(Oesterle und Deml, 1981), 49 (Buchmann et al., 1991), 52 (Preston et al., 1985) und 153 
(Hemming et al., 1993). 
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Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Initiations-Promotions-Studie an weiblichen 
Wistar-Ratten sollte zur Aufklärung einer möglichen tumorpromovierenden Aktivität der 
‚nicht-dioxinartigen’ Kongenere PCB 28 und PCB 101 beitragen, die nachweislich in 
Umweltproben, humanen Gewebeproben und Muttermilch zu einer Belastung beitragen.  
 
Durch Behandlung der Tiere mit DEN wurden präneoplastische Läsionen in der Leber 
erzeugt, die durch anschließende Behandlung mit einer hohen und niedrigen Dosis der PCB-
Kongenere über einen längeren Zeitraum auf ein promovierendes Wachstum analysiert 
wurden. 
 
Ein wichtiger Parameter der Risikobewertung solcher Substanzen ist die Akkumulation im 
Gewebe aufgrund ihrer Lipophilie und ihrer außerordentlichen Persistenz durch ein lange 
Eliminationshalbwertszeit der unveränderten Substanz und ihrer Metabolite. 
In der Studie konnte anhand der gemessenen PCB-Gehalte im hepatischen Gewebe eine 
deutlich höhere Akkumulation von PCB 28 als von PCB 101 festgestellt werden. Eine 
mögliche Erklärung hierfür kann in einer besseren Aufnahme des kleineren geringer 
chlorierten und weniger lipophilen Moleküls liegen, aber auch in einer schnelleren 
Metabolisierung von PCB 101. Die Aufnahme von einzelnen PCB-Kongeneren über den 
Gastrointestinaltrakt variiert zwischen 66 % und 95 % (Tanabe et al., 1981). Nach 
Untersuchungen von Bergman et al. (1982) werden höher chlorierte PCBs schlechter 
aufgenommen. 
Die Unterschiede in den PCB-Gehalten könnten aber auch durch den Metabolismus der 
Substanzen erklärt werden. Eine rasche Metabolisierung von PCB 101 konnte von Wehler et 
al. (1996) gezeigt werden. Die Metabolisierung von PCB 101 führt nachweislich zur 
Entstehung von reaktiven hydroxylierten Metaboliten und den sehr persistenten 3-
Methylsulfonyl- und 4-Methylsulfonylmetaboliten (Haraguchi et al., 1992; Bergman et al., 
1994; Noren et al., 1996), denen auch eine tumorpromovierende Wirkung zugeschrieben wird 
(Letcher et al., 2000). Eine Aufklärung des Metabolitenspektrums der behandelten Tiere 
erscheint sinnvoll. 
 
Ein wichtiger Aspekt der toxikologischen Wirkung von PCBs ist die Induktion 
fremdstoffmetabolisierender Enzyme. Non-ortho-substituierte PCBs stellen Agonisten des 
AhR dar und induzieren CYP1A-Isoenzyme der Rattenleber. Sie zeigen somit eine 
‚dioxinartige’ Wirkung. 
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Im Gegensatz dazu zeigen mehrfach-ortho-substituierte Kongenere keine oder nur eine sehr 
geringe Affinität zum AhR und induzieren CYP2B- und 3A-Isoenzyme, was sie gemeinsam 
haben mit dem strukturell nicht näher verwandten Barbitursäurederivat Phenobarbital. Eine 
exakte Trennung kann jedoch hier nicht gezogen werden, denn es existieren auch sogenannte 
‚mixed type inducer’, die sich nicht auf die Induktion nur eines der genannten CYP-
Isoenzyme beschränken. 
PCB 28, ein mono-ortho-substituiertes Kongener, zeigte eine signifikante Erhöhung der 
EROD-Aktivität, die mit einer CYP1A-Induktion korreliert ist und eine signifikant gesteigerte 
Aktivität der PROD, ein Maß für die Induktion von CYP2B-Isoenzymen. Dieser Befund wird 
gestärkt durch in vitro-Ergebnisse in Hepatozyten, bei denen eine Induktion der PROD  und 
bei hohen Konzentrationen an PCB 28 auch eine leicht erhöhte EROD-Aktivität zu sehen war 
(Bohnenberger et al., 2001). Die gleichen Effekte wurden auch bei PCB 101 beobachtet, 
wobei hier hauptsächlich eine Induktion der PROD hervorzuheben ist. 
Da die Höhe der EROD-Induktion im Vergleich zu einer Induktion mit TCDD jedoch sehr 
gering ist, kann man die beiden PCB-Kongenere 28 und 101 nicht als ‚mixed type inducer’ 
bezeichnen. 
 
Beide PCB-Kongenere führten zu einem signifikanten promovierenden Wachstum von DEN-
initiierten ATPase-negativen präneoplastischen Foci, wobei das Focusvolumen, nicht aber die 
Zahl der Foci signifikant gesteigert wurde. GSTP-positive präneoplastische Läsionen zeigten 
nach PCB-Behandlung kein promovierendes Wachstum. Die Quantifizierung verschiedener, 
für Präneoplasien der Rattenleber charakteristischen, Parameter scheint somit bei der 
Durchführung einer solchen Studie unerlässlich zu sein. 
Der promovierende Effekt von PCB 28 ist mit einer Zunahme des relativen Lebergewichts 
korreliert, der wohl aber eher auf eine Hypertrophie als auf eine Hyperplasie zurückgeführt 
werden kann, denn eine signifikant erhöhte DNA-Synthese in GSTP-positiven Zellen konnte 
nicht gefunden werden. 
Die klonale Expansion präneoplastischer Zellen durch Substanzen mit tumorpromovierender 
Wirkung wird u. a. auf eine Hemmung der Apoptose in diesen Zellpopulationen 
zurückgeführt (Schulte-Hermann et al., 1995). In in vitro-Versuchen mit primären 
Hepatozyten konnte für die beiden hier untersuchten PCB-Kongenere 28 und 101 eine 
Hemmung der durch eine gentoxische Läsion induzierten Apoptose bereits gezeigt werden 
(Bohnenberger et al., 2001). 
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Im Zusammenhang mit dem tumorpromovierenden Potential dieser beiden Kongenere wäre 
sicherlich auch eine Untersuchung in der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten in vitro-
Experimente, beispielsweise die Wirkung auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung 
oder eine Phosphorylierung von Bad, von großem Interesse. Hier könnte auch an den Einsatz 
von Methylsulfonylmetaboliten des Kongeners PCB 101 gedacht werden. 
 
Mit Hilfe dieses Initiations-Promotions-Experiments konnte eine schwache 
tumorpromovierende Wirkung von PCB 28 und PCB 101 nachgewiesen werden, eine 
chronische Studie zur Karzinogenität können die Befunde jedoch nicht ersetzen. 
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6  Zusammenfassung 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht verschiedene Aspekte der Wirkung von ‚nicht-
dioxinartigen’ PCBs in Hepatozyten in vitro aufzuklären und mit einer in vivo-Studie einen 
Beitrag zur Aufklärung der tumorpromovierenden Wirkung von zwei ‚nicht-dioxinartigen’ 
PCB-Kongeneren zu leisten. 
 
Zur Untersuchung der Beeinflussung der intrazellulären Calcium-Homöostase wurden 
isolierte Membranfraktionen einer Rattenleber nach dem Einbau von spinmarkierten 
Fettsäuren mit zwei PCB-Kongeneren unterschiedlicher räumlicher Struktur behandelt und 
mit Hilfe der Elektronen Spin Resonanz vermessen. Weder das ‚dioxinartige’ PCB 126 noch 
das ‚nicht-dioxinartige’ PCB 153 zeigten einen direkte Störung der Membranintegrität. Die 
Bestimmung der intrazellulären Ca2+-Konzentration von Rattenhepatozyten in Primärkultur 
erfolgte mikrofluorimetrisch nach Beladung der Zellen mit einem Ca2+-sensitiven Farbstoff. 
Auch hier ergab sich keine Störung der Ca2+-Homöostase nach einer Behandlung mit PCB 
153. 
 
Die Beeinflussung eines apoptotischen Signalweges, die Signaltransduktion über PI3K/PKB, 
wurde anhand der Phosphorylierung des proapoptotischen Proteins Bad in Rattenhepatozyten 
in Primärkultur überprüft. PCB 153 zeigte in niedrigen Konzentrationen eine 
Phosphorylierung von Bad an Serin 136. Der Gesamtproteinlevel war nach Behandlung mit 
PCB 153 in einigen Versuchen sehr stark reduziert. Diese Befunde stellen einen wichtigen 
Ansatzpunkt für eingehendere mechanistische Untersuchungen der tumorpromovierenden 
Wirkung dieser Substanzen dar, der im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr verfolgt werden 
konnte. 
 
Mit einem Caspase-3-Assay konnte in vorliegender Arbeit ein biochemischer Apoptose-
Nachweis in primären Hepatozyten etabliert werden. Die Topoisomerase-Inhibitoren Etoposid 
und Camptothecin zeigten sich zur Aktivierung der Caspase-3 als weniger gut geeignet. Der 
Einsatz von MNNG als apoptogenem Agens verlief erfolgreich, was durch 
fluoreszenzmikroskopische Detektion apoptotischer Zellkerne bestätigt werden konnte. 
 
 
 
6  Zusammenfassung 
122 
 
Im weiteren Verlauf wurde die Beeinflussung der MNNG-induzierten Caspase-3-Aktivierung 
durch verschiedene Tumorpromotoren untersucht. Mit Phenobarbital und dem ‚nicht-
dioxinartigen’ PCB 153 konnte eine Hemmung der MNNG-induzierten Caspase-3-Aktivität 
gezeigt werden. Dieser Effekt wurde bei Behandlung mit TCDD und dem ‚dioxinartigen’ 
PCB 126 jedoch nicht gesehen. Die Überprüfung dieser Ergebnisse in einem weiteren  
biochemischen Nachweis der Apoptose, der Freisetzung von Cytochrom c aus den 
Mitochondrien, konnte nicht mehr in ausreichendem Maße durchgeführt werden. 
 
In einer an weiblichen Wistar-Ratten durchgeführten Initiations-Promotions-Studie zeigte sich 
eine schwache tumorpromovierende Wirkung der beiden ‚nicht-dioxinartigen’ PCB-
Kongenere 28 und 101. Das promovierende Wachstum wurde anhand zweier 
charakteristischer Parameter für Präneoplasien der Leber, einer verringerten ATPase-Aktivität 
und einer erhöhten Expression der GSTP, nach vorangegangener Behandlung mit DEN 
untersucht. Es konnte für beide Kongenere eine signifikante Zunahme des ATPase-negativen 
Focusvolumens, nicht aber der Zahl der ATPase-negativen Foci gezeigt werden. GSTP-
positive Foci zeigten kein signifikantes promovierendes Wachstum. 
Nach Behandlung mit PCB 28 war eine Zunahme des relativen Lebergewichts zu 
verzeichnen. Eine erhöhte DNA-Synthese in GSTP-positiven Zellen konnte nicht gezeigt 
werden. 
Eine Analyse der PCB-Gehalte im hepatischen Gewebe der Versuchstiere ergab eine 5-13-
fach höhere Akkumulation von PCB 28, möglicherweise resultierend aus einer schnelleren 
Metabolisierung von PCB 101. Entstehende Metabolite wurden im Rahmen dieses Versuchs 
jedoch nicht analytisch erfasst. 
Es zeigte sich eine Induktion der PROD durch PCB 28 und 101, auch die EROD konnte durch 
beide Kongenere induziert werden, wobei die Induktion durch PCB 28 hier wesentlich höher 
lag. Da die Induktionshöhe der EROD jedoch sehr gering ist, können die Kongenere nicht als 
‚mixed type inducer’ angesehen werden. 
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8.1 Toxizitätsäquivalenzfaktoren für PCDD/PCDF und ‚dioxinartige’ 
 PCBs 
 
Tabelle 8.1: 
Toxizitätsäquivalenzfaktoren (TEF) für PCDD und PCDF 
(Van den Berg et al.,1998) 
 
Kongener TEF 
TCDD 
1,2,3,7,8-PentaCDD 
2,3,7,8-substituierte HexaCDD 
1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD 
OCDD 
2,3,7,8-TCDF 
1,2,3,7,8-PentaCDF 
2,3,4,7,8-PentaCDF 
2,3,7,8-substituierte HexaCDF 
2,3,7,8-substituierte HeptaCDF 
OCDF 
1 
1 
0,1 
0,01 
0,0001 
0,1 
0,05 
0,5 
0,1 
0,01 
0,0001 
 
 
Tabelle 8.2: 
Toxizitätsäquivalenzfaktoren (TEF) für ‚dioxinartige’ PCB 
(Ahlborg et al., 1994) 
 
Typ IUPAC Nr. Kongenerstruktur TEF 
Non-ortho 
 
 
Mono-ortho 
 
 
 
 
 
 
 
Di-ortho 
77 
126 
169 
105 
114 
118 
123 
156 
157 
167 
189 
170 
180 
3,3’,4,4’ - TetraCB 
3,3’,4,4’,5 - PentaCB 
3,3’,4,4’,5,5’ - HexaCB 
2,3,3’,4,4’ - PentaCB 
2,3,4,4’,5 - PentaCB 
2,3’,4,4’,5 - PentaCB 
2’,3,4,4’,5 - PentaCB 
2,3,3’,4,4’,5 - HexaCB 
2,3,3’,4,4’,5’ - HexaCB 
2,3’,4,4’,5,5’ - HexaCB 
2,3,3’,4,4’,5,5’ - HeptaCB 
2,2’,3,3’,4,4’,5 - HeptaCB 
2,2’,3,4,4’,5,5’ - HeptaCB 
0,0005 
0,1 
0,01 
0,0001 
0,0005 
0,0001 
0,0001 
0,0005 
0,0005 
0,00001 
0,0001 
0,0001 
0,00001 
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8.2 IUPAC-Nomenklatur der PCBs 
 
 
Tabelle 8.3: 
IUPAC-Nummern und Position der Chloratome aller PCB Kongenere 
(Ballschmiter und Zell, 1980) 
 
Nr. Struktur Nr. Struktur Nr. Struktur Nr. Struktur 
1 
2 
3 
4 
5 
2 
3 
4 
2,2’ 
2,3 
56 
57 
58 
59 
60 
2,3,3’,4’ 
2,3,3’,5 
2,3,3’,5’ 
2,3,3’,6 
2,3,4,4’ 
111 
112 
113 
114 
115 
2,3,3’,5,5’ 
2,3,3’,5,6 
2,3,3’,5’,6 
2,3,4,4’,5 
2,3,4,4’,6 
166 
167 
168 
169 
170 
2,3,4,4’,5,6 
2,3’,4,4’,5,5’ 
2,3’,4,4’,5’,6 
3,3’,4,4’,5,5’ 
2,2’,3,3’,4,4’,5 
6 
7 
8 
9 
10 
2,3’ 
2,4 
2,4’ 
2,5 
2,6 
61 
62 
63 
64 
65 
2,3,4,5 
2,3,4,6 
2,3,4’,5 
2,3,4’,6 
2,3,5,6 
116 
117 
118 
119 
120 
2,3,4,5,6 
2,3,4’,5,6 
2,3’,4,4’,5 
2,3’,4,4’,6 
2,3’,4,5,5’ 
171 
172 
173 
174 
175 
2,2’,3,3’,4,4’,6 
2,2’,3,3’,4,5,5’ 
2,2’,3,3’,4,5,6 
2,2’,3,3’,4,5,6’ 
2,2’,3,3’,4,5’,6 
11 
12 
13 
14 
15 
3,3’ 
3,4 
3,4’ 
3,5 
4,4’ 
66 
67 
68 
69 
70 
2,3’,4,4’ 
2,3’,4,5 
2,3’,4,5’ 
2,3’,4,6 
2,3’,4’,5 
121 
122 
123 
124 
125 
2,3’,4,5’,6 
2’,3,3’,4,5 
2’,3,4,4’,5 
2’,3,4,5,5’ 
2’,3,4,5,6’ 
176 
177 
178 
179 
180 
2,2’,3,3’,4,6,6’ 
2,2’,3,3’,4’,5,6 
2,2’,3,3’,5,5’,6 
2,2’,3,3’,5,6,6’ 
2,2’,3,4,4’,5,5’ 
16 
17 
18 
19 
20 
2,2’,3 
2,2’,4 
2,2’,5 
2,2’,6 
2,3,3’ 
71 
72 
73 
74 
75 
2,3’,4’,6 
2,3’,5,5’ 
2,3’,5’,6 
2,4,4’,5 
2,4,4’,6 
126 
127 
128 
129 
130 
3,3’,4,4’,5 
3,3’,4,5,5’ 
2,2’,3,3’,4,4’ 
2,2’,3,3’,4,5 
2,2’,3,3’,4,5’ 
181 
182 
183 
184 
185 
2,2’,3,4,4’,5,6 
2,2’,3,4,4’,5,6’ 
2,2’,3,4,4’,5’,6 
2,2’,3,4,4’,6,6’ 
2,2’,3,4,5,5’,6 
21 
22 
23 
24 
25 
2,3,4 
2,3,4’ 
2,3,5 
2,3,6 
2,3’,4 
76 
77 
78 
79 
80 
2’,3,4,5 
3,3’,4,4’ 
3,3’,4,5 
3,3’,4,5’ 
3,3’,5,5’ 
131 
132 
133 
134 
135 
2,2’,3,3’,4,6 
2,2’,3,3’,4,6’ 
2,2’,3,3’,5,5’ 
2,2’,3,3’,5,6 
2,2’,3,3’,5,6’ 
186 
187 
188 
189 
190 
2,2’,3,4,5,6,6’ 
2,2’,3,4’,5,5’,6 
2,2’,3,4’,5,6,6’ 
2,3,3’,4,4’,5,5’ 
2,3,3’,4,4’,5,6 
26 
27 
28 
29 
30 
2,3’,5 
2,3’,6 
2,4,4’ 
2,4,5 
2,4,6 
81 
82 
83 
84 
85 
3,4,4’,5 
2,2’,3,3’,4 
2,2’,3,3’,5 
2,2’,3,3’,6 
2,2’,3,4,4’ 
136 
137 
138 
139 
140 
2,2’,3,3’,6,6’ 
2,2’,3,4,4’,5 
2,2’,3,4,4’,5’ 
2,2’,3,4,4’,6 
2,2’,3,4,4’,6’ 
191 
192 
193 
194 
195 
2,3,3’,4,4’,5’,6 
2,3,3’,4,5,5’,6 
2,3,3’,4’,5,5’,6 
2,2’,3,3’,4,4’,5,5’ 
2,2’,3,3’,4,4’,5,6 
31 
32 
33 
34 
35 
2,4’,5 
2,4’,6 
2’,3,4 
2’,3,5 
3,3’,4 
86 
87 
88 
89 
90 
2,2’,3,4,5 
2,2’,3,4,5’ 
2,2’,3,4,6 
2,2’,3,4,6’ 
2,2’,3,4’,5 
141 
142 
143 
144 
145 
2,2’,3,4,5,5’ 
2,2’,3,4,5,6 
2,2’,3,4,5,6’ 
2,2’,3,4,5’,6 
2,2’,3,4,6,6’ 
196 
197 
198 
199 
200 
2,2’,3,3’,4,4’,5,6’ 
2,2’,3,3’,4,4’,6,6’ 
2,2’,3,3’,4,5,5’,6 
2,2’,3,3’,4,5,6,6’ 
2,2’,3,3’,4,5’,6,6’ 
36 
37 
38 
39 
40 
3,3’,5 
3,4,4’ 
3,4,5 
3,4’,5 
2,2’,3,3’ 
91 
92 
93 
94 
95 
2,2’,3,4’,6 
2,2’,3,5,5’ 
2,2’,3,5,6 
2,2’,3,5,6’ 
2,2’,3,5’,6 
146 
147 
148 
149 
150 
2,2’,3,4’,5,5’ 
2,2’,3,4’,5,6 
2,2’,3,4’,5,6’ 
2,2’,3,4’,5’,6 
2,2’,3,4’,6,6’ 
201 
202 
203 
204 
205 
2,2’,3,3’,4’,5,5’,6 
2,2’,3,3’,5,5’,6,6’ 
2,2’,3,4,4’,5,5’,6 
2,2’,3,4,4’,5,6,6’ 
2,3,3’,4,4’,5,5’,6 
41 
42 
43 
44 
45 
2,2’,3,4 
2,2’,3,4’ 
2,2’,3,5 
2,2’,3,5’ 
2,2’,3,6 
96 
97 
98 
99 
100 
2,2’,3,6,6’ 
2,2’,3’,4,5 
2,2’,3’,4,6 
2,2’,4,4’,5 
2,2’,4,4’,6 
151 
152 
153 
154 
155 
2,2’,3,5,5’,6 
2,2’,3,5,6,6’ 
2,2’,4,4’,5,5’ 
2,2’,4,4’,5,6’ 
2,2’,4,4’,6,6’ 
206 
207 
208 
209 
 
2,2’,3,3’,4,4’,5,5’,6 
2,2’,3,3’,4,4’,5,6,6’ 
2,2’,3,3’,4,5,5’,6,6’ 
2,2’,3,3’,4,4’,5,5’,6,6’ 
 
46 
47 
48 
49 
50 
2,2’,3,6’ 
2,2’,4,4’ 
2,2’,4,5 
2,2’,4,5’ 
2,2’,4,6 
101 
102 
103 
104 
105 
2,2’,4,5,5’ 
2,2’,4,5,6’ 
2,2’,4,5’,6 
2,2’,4,6,6’ 
2,3,3’,4,4’ 
156 
157 
158 
159 
160 
2,3,3’,4,4’,5 
2,3,3’,4,4’,5’ 
2,3,3’,4,4’,6 
2,3,3’,4,5,5’ 
2,3,3’,4,5,6 
  
51 
52 
53 
54 
55 
2,2’,4,6’ 
2,2’,5,5’ 
2,2’,5,6’ 
2,2’,6,6’ 
2,3,3’,4 
106 
107 
108 
109 
110 
2,3,3’,4,5 
2,3,3’,4’,5 
2,3,3’,4,5’ 
2,3,3’,4,6 
2,3,3’,4’,6 
161 
162 
163 
164 
165 
2,3,3’,4,5’,6 
2,3,3’,4,5,5’ 
2,3,3’,4’,5,6 
2,3,3’,4’,5’,6 
2,3,3’,5,5’,6 
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8.3 Strukturformeln der verwendeten PCBs 
 
 
 
                              
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8.1:  Strukturformeln der verwendeten PCBs. PCB 28 (A), PCB 101 (B),  
PCB 126 (C) und PCB 153 (D). 
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